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RESUMEN 
Los hongos del suelo presentan diferentes estrategias tróficas, lo que les permite 
interactuar con plantas como saprótrofos, simbiontes mutualistas, patógenos y/o 
biocontroladores de patógenos. El género-forma Rhizoctonia, cumple todas las 
funciones mencionadas. Con su teleomorfo en Ceratobasidium, Tulasnella, 
Thanatephorus y Sebacina, es micorrízico en orquídeas. Patógeno, en cultivos de 
importancia agrícola como arroz, donde la especie Rhizoctonia solani Kühn causa 
añublo o tizón de la vaina. Su manejo se basa en el uso de fungicidas de síntesis y 
resistencia varietal, aunque existen resultados promisorios con la implementación 
de hongos biocontroladores. Por lo cual, se deben hacer propuestas de manejo 
integrado donde se utilicen aislamientos de Rhizoctonia binucleada con actividad 
biocontroladora sobre patógenos del suelo. En la presente investigación se evaluó 
el potencial biocontrolador de aislamientos del género-forma Rhizoctonia de raíces 
de orquídeas sobre R. solani patógeno del suelo en arroz. Para lo cual, se planteó 
como objetivos: 1) identificar aislamientos Rhizoctonia de raíces de orquídeas de 
diferentes hábitats;  2) evaluar su patogenicidad sobre un hospedero diferente, en 
este caso de estudio, el arroz; 3) reconocer su potencial biocontrolador sobre R. 
solani en el mismo cultivo y 4) determinar el efecto de diferentes dosis de 
nitrógeno, así como la condición de suelo pasteurizado y natural sobre la actividad 
patogénica y biocontroladora del género-forma Rhizoctonia. De 71 orquídeas 
colectadas en tres municipios del Valle de Cauca y uno de Antioquia, fue posible 
obtener doce aislamientos de Rhizoctonia binucleada de orquídeas (RBO). Para 
identificar los aislamientos se utilizó el número de núcleos en células de hifas 
jóvenes, la secuenciación de la región ITS de los genes ribosomales nucleares y 
búsquedas BLAST en GenBank. Todos los aislamientos fueron asignados al 
género teleomorfo Ceratobasidium y su filogenia estuvo relacionada con el hábitat 
de las orquídeas. Para pruebas de patogenicidad en arroz en invernadero, se 
escogieron nueve de los doce aislamientos de RBO. Todos causaron síntomas 
característicos de añublo o tizón del arroz, pero la incidencia y severidad fueron 
significativamente menores a los registrados por R. solani patógeno de arroz 
utilizado como control positivo. Entre algunos aislamientos de RBO hubo 
diferencia significativa, donde los dos menos patogénicos fueron Ceratobasidium 
Q1M13 (aislado de la orquídea epífita Notylia) y Ceratobasidium Q1M16 1.2 
(aislado de la litofítica Epidendrum 2), considerados con potencial biocontrolador 
sobre R. solani. Se comprobó que altas dosis de nitrógeno aumentan de forma 
pequeña pero significativa la incidencia y severidad de la enfermedad causada por 
R. solani en arroz. Al comparar la condición de suelo pasteurizado vs. natural 
(combinando estadísticamente aislamientos), no hubo diferencia estadística en la 
severidad de la enfermedad. Para el ensayo de biocontrol en invernadero, se 
inoculó RBO a nivel de cuello de raíz de plantas de arroz dos días antes que R. 
solani patogénico. Los resultados mostraron reducción significativa en la severidad 
de la enfermedad al comparar la inoculación sólo con R. solani. Según la literatura 
el éxito del biocontrol se debe al tiempo de inoculación de los hongos, así como al 
biocontrolador, patógeno y tipo de hospedero. Aislamientos de Rhizoctonia 
binucleada (BNR) con actividad biocontroladora sobre patógenos del suelo, actúa 
por resistencia sistémica inducida y posiblemente este mecanismo fue utilizado 
por RBO controlando R. solani patógeno de arroz. Los aislamientos de RBO 
menos patogénicos no fueron los mismos que ofrecieron protección al hospedero 
en la prueba de biocontrol. El biocontrol más eficaz lo presentaron Ceratobasidium 
Q2.2M14 (aislado de la orquídea terrestre Cranichis 2) y Ceratobasidium Q1M19 
(aislado de la orquídea epífita Maxillaria) con 5.4% y 7.2% respectivamente. Las 
altas dosis de nitrógeno en la prueba de biocontrol, también incrementaron de 
forma significativa la severidad de la enfermedad, la cual varió con el aumento de 
dosis. En condición de suelo pasteurizado vs. natural, esta vez hubo diferencia 
significativa en la severidad de la enfermedad y el mayor valor fue en suelo 
pasteurizado con 7.8%. Tanto en el ensayo de patogenicidad como en la de 
biocontrol, los bajos niveles de K y Zn en el suelo, pudieron influir negativamente 
en la respuesta del arroz ante el ataque del hongo. Los resultados mostraron que 
existen aislamientos de RBO (teleomorfo Ceratobasidium) con potencial 
biocontrolador sobre R. solani patógeno del suelo en arroz. Por lo cual, se deben 
realizar estudios para determinar de forma puntual el tipo de mecanismo de 
biocontrol utilizado por RBO y así incorporarlos como herramienta microbiológica 
en estrategias de manejo integrado de R. solani en producción de arroz en 
condiciones de campo. 
Palabras Claves: Rhizoctonia binucleada, micorrizas de orquídeas, 
Ceratobasidium, Oryza sativa, R. solani, añublo o tizón del arroz, biocontrol, 
hongos patógenos,  patógenos del suelo. 
 
 
 
 
 
SUMMARY 
Soil fungi have varied trophic strategies, allowing them to interact with plants as 
saprotrophs, mutualists, pathogens, and biocontrol agents. The form-genus 
Rhizoctonia, with teleomorphs in Ceratobasidium, Tulasnella, Thanatephorus and 
Sebacina, can fill all these roles. It is mycorrhizal in orchids and pathogenic in 
important crops such as rice, in which R. solani Kühn causes sheath blight. 
Management of sheath blight is based on the use of synthetic fungicides and 
varietal resistance, but there are promising results on the use of fungi for 
biocontrol. There is a need for integrated pest management using binucleate 
isolates of Rhizoctonia for biocontrol of pathogenic fungi in the soil. In this project I 
evaluated the potential for biocontrol of R. solani on rice by binucleate Rhizoctonia 
isolated from orchid roots. The objectives were: 1) identify isolates of the form-
genus Rhizoctonia from roots of orchids from different habitats; 2) evaluate their 
patogenicity on a different host, in this case rice; 3) test their potential for biocontrol 
of R. solani in rice; 4) determine the effect of different doses of nitrogen, as well as 
pasteurized vs. unpasteurized soil, on the pathogenicity and biocontrol activity of 
Rhizoctonia. Of 71 orchids collected in three municipalities in Valle de Cauca and 
one in Antioquia, I obtained twelve isolates of binucleate Rhizoctonia from orchids 
(RBO). Isolates were identified using the number of nuclei in cells of young 
hyphae, sequencing of the nuclear ribosomal ITS region, and BLAST searches of 
GenBank. All isolates were assigned to the telomorphic genus Ceratobasidium and 
their phylogeny was related to the habitat of the orchids. Nine of the twelve RBO 
isolates were chosen for pathogenicity tests on rice in the greenhouse. All caused 
characteristic symptoms of sheath blight, but the incidence and severity were 
significantly lower than for a pathogenic isolate of R. solani used as a positive 
control. There were significant differences among isolates of RBO; the least 
pathogenic were Ceratobasidium Q1M13 (isolated from the epiphytic orchid 
Notylia) y Ceratobasidium Q1M16 1.2 (isolated from the lithophytic Epidendrum 2), 
considered as potential biocontrol agents for R. solani. High doses of nitrogen were 
shown to increase, slighty but significantly, incidence and severity of the disease 
on rice. When pasteurized vs. unpasteurized soil were compared (combining all 
isolates) no significant difference was seen in severity of the disease. For 
biocontrol tests in the greenhouse, RBO were inoculated at the root collar two days 
before inoculation with the pathogenic isolate of R. solani.  Results showed 
signficantly reduced disease severity compared to inoculation with the pathogen 
alone. According to the literature, successful biocontrol depends on the time of 
inoculation of the fungi, as well as on the biocontrol strain, pathogen and host type. 
Studies have shown that binucleate isolates of Rhizoctonia (BNR) with biocontrol 
activity on soil pathogens act by systemic induced resistance; this mechanism may 
function in the RBO that controlled pathogenic R. solani on rice. The RBO isolates 
showing the lowest pathogenicity on rice were not the ones with greatest potential 
against R. solani in the biocontrol experiments. The isolates most effective for 
biocontrol were Q2.2M14 (isolated from the terrestrial orchid Cranichis 2) and 
Ceratobasidium Q1M19 (isolated from the terrestrial orchid Maxillaria) with 5.4% 
and 7.2% respectively. In the biocontrol experiment, high levels of nitrogen 
significantly increased disease severity and varied with dosage. Pasteurized vs. 
unpasteurized soil differed significantly in disease severity, with pasteurized soil 
highest at 7.8%. In both pathogenicity and biocontrol experiments, low levels of K 
and Zn in the soil may have negatively influenced the response of rice to fungal 
attack. The results show that isolates of RBO with teleomorphs in Ceratobasidium 
are potentially useful for biocontrol of R. solani pathogenic on rice. Therefore, 
studies are needed to determine the mechanism of biocontrol by RBO and to 
incorporate them as a tool in integrated pest management strategies to control R. 
solani in rice production. 
Key words: binucleate Rhizoctonia, orchid mycorrhiza, Ceratobasidium, Oryza 
sativa, R. solani, rice sheath blight, biocontrol, fungal pathogens, soil pathogens.
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INTRODUCCIÓN  
En el suelo los microorganismos interactúan con las plantas presentando 
diferentes estrategias tróficas, por lo que pueden ser saprofitos, patógenos, 
biocontroladores de poblaciones plagas o simbiontes mutualistas (Agrios, 2002). 
En el caso de los hongos, algunos son importantes patógenos de plantas, y en 
contraste, otros pueden beneficiarlas de manera directa al formar micorrizas, o 
indirectamente, al actuar como biocontroladores de patógenos. Estos últimos 
pueden producir sustancias promotoras de crecimiento, como también inducir 
resistencia sistémica o tener una actividad antagónica por parasitismo, 
competencia o antibiosis (Agrios, 2002; Sánchez de Prager y Prager-Mosquera, 
2001). El género-forma Rhizoctonia cumple todas las funciones anteriormente 
mencionadas (Agrios, 2002). 
Como patógeno, Rhizoctonia solani Kühn es agente causal de diversas 
enfermedades en cultivos de importancia económica y alimentaria. En arroz los 
problemas fitosanitarios son la limitante más importante en la producción, 
principalmente por las enfermedades conocidas como añublo del arroz  y añublo 
de la vaina del arroz (causadas por Pyricularia grisea y Rhizoctonia solani, 
respectivamente). El tizón o añublo de la vaina en arroz es una enfermedad 
considerada secundaria, pero actualmente en muchos países es una enfermedad 
que causa importantes pérdidas económicas (Reyes y Castilla, 2003; Chaudhary 
et al., 2003; Prado et al., 2001; Correa et al., 2001).  
En su función como hongo micorrízico el género-forma Rhizoctonia establece una 
asociación muy particular con orquídeas, ya que la planta en su estado de semilla 
es totalmente dependiente de los nutrientes que le suministra el micosimbionte 
para lograr una exitosa germinación (Bernard, 1909; Arditti, 1992; Otero y 
Bayman, 2009). Algunos aislamientos que cumplen la función micorrízica en 
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orquídeas son binucleados con su teleomorfo mayormente en el género 
Ceratobasidium (Carling et al., 1999; Rubio et al., 2000). 
Países como Australia, Japón, China, España y Estados Unidos ha estudiado el 
potencial biocontrolador del género Rhizoctonia, particularmente de Rhizoctonia 
binucleada (BNR) sobre patógenos del suelo. Lo cual, representa alternativas con 
alto potencial para integrar programas tendientes a disminuir la problemática 
patogénica causada por R. solani en varios cultivos, entre ellos arroz (Sneh et al., 
2004; Burns y Benson, 2000; González et al., 2000; Rubio et al., 2000). 
DEFINICIÓN DEL PROBLEMA  
En Colombia, el cultivo del arroz representa el 12% del área cosechada, 30% de 
los cultivos transitorios y 10% de la actividad agrícola del país. En términos 
económicos, el cultivo del arroz aporta el 53% de las divisas que produce el cultivo 
del café (agrocadenas, 2004). 
La incidencia del añublo de la vaina del arroz en Colombia aumentó en los años 
90s registrándose pérdidas hasta de 40% (Guzmán, 1997) y tomó importancia 
principalmente por la introducción de variedades de alto rendimiento, enanas, 
abundante macollamiento, periodo vegetativo corto, rápida respuesta al nitrógeno 
y altas densidades de siembra (Reyes y Castilla, 2003; Prado et al., 2001; Correa 
et al., 2001).  
Diferentes estudios han demostrado que el nitrógeno es una de las variables que 
más influye en el rendimiento del arroz por su participación en procesos 
fisiológicos de morfogénesis, crecimiento foliar, fotosíntesis, macollamiento y 
senescencia (Jaramillo et al., 2003). Sin embargo, las altas dosis empleadas por el 
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agricultor en la producción de arroz predispone la planta fisiológicamente al ataque 
de patógenos fungosos, principalmente de R. solani (Cooke et al., 2006; Delgado 
et al., 2004; Slaton et al., 2003; Reyes y Castilla, 2003; FEDEARROZ, 2000). 
Las prácticas de manejo del añublo de la vaina en arroz en cultivos tecnificados en 
Colombia se basan principalmente en el control químico con fungicidas de síntesis 
(principalmente Jwel Top y Taspa) y la resistencia varietal (Prado et al., 2001; 
Correa et al., 2001). El análisis económico que se presenta sobre el uso de 
fungicidas químicos de síntesis para control de R. solani, cuyos datos son 
vigentes, muestra como los costos promedios por hectárea ascienden a US $90, 
alcanzando un total aproximado de US $45 millones al año. Las altas aplicaciones 
de fungicidas no solamente incrementan los costos de producción, sino que 
afectan la salud del agricultor, el consumidor y generan contaminación del 
ambiente (Nivia, 2003). 
Aunque en Colombia actualmente existen nuevas variedades de arroz (Fedearroz 
369, 473, 275 y 733) aun no es posible hacer uso de ellas a nivel comercial, pues 
se encuentran en proceso de evaluación para las diferentes condiciones 
agroecológicas del país (Castilla, 2008). Fedearroz 50 sigue siendo, según los 
agricultores, la variedad de mejor comportamiento agronómico no sólo para 
Colombia sino Panamá, Ecuador y Venezuela. Esta variedad se destaca por su 
alta capacidad de  macollamiento, hojas erectas, color verde intenso, resistencia al 
volcamiento, tolerante a Pyricularia grisea y por su moderada susceptibilidad a R. 
solani (Cuevas, 2005). Teniendo en cuenta que en Colombia el 70% del área 
comercial de arroz se siembra con FEDEARROZ 50 (Jaramillo et al., 2003) bajo 
un sistema de monocultivo, cabe esperar que los problemas fitosanitarios sean 
cada vez mayores.  
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JUSTIFICACIÓN  
Se considera que el arroz como cereal es una de las principales fuentes 
energéticas para las poblaciones de los países con poco desarrollo económico de 
África, Asia y América latina. Igualmente lo es, para los países orientales como 
China y Japón principalmente, por ser un alimento importante dentro de su cultura 
(Ferrero y  Nguyen, 2003). 
Sin embargo, los problemas fitosanitarios en éste cultivo a nivel mundial son 
altamente limitantes y donde el patógeno del suelo Rhizoctonia solani ha ganado 
importancia por las pérdidas que causa al cultivo. Su presencia depende de varios 
factores: uso de altas dosis de nitrógeno, la susceptibilidad del hospedero al 
patógeno y  condiciones ambientales muy específicas (alta humedad relativa, 96% 
y alta temperatura, entre 23-35ºC)  (Correa et al., 2001; FEDEARROZ, 2000). 
Dentro de las estrategias de manejo integrado de enfermedades en general, ha 
venido cobrando importancia el uso de microorganismos antagonistas como 
medida de control biológico. La literatura muestra dentro de los métodos de control 
biológico contra Rhizoctonia spp. agente causal de damping-off, el uso de 
especies de Rizobacterias de los géneros Paenibacillus, Pseudomonas, Bacillus, 
Streptomyces; el hongo antagonista Trichoderma spp.; al igual que Hongos 
Micorrízicos Arbusculares (HMA) del género Glomus (Brewer y Larkin, 2005; Berta 
et al., 2005; Chung et al., 2005; Aziz et al., 1997; Asaka y Shoda, 1996). 
El género Trichoderma ha tenido alta eficiencia como hongo antagonista de R. 
solani, en algunas zonas productoras de arroz en Colombia (Correa et al., 2001; 
Montoya et al., 1998). Los resultados presentados por Perafán (2002), así como 
Orjuela et al. (2004), corroboran el uso Trichoderma como alternativa viable para 
el control del patógeno R. solani con un bajo impacto ecológico. 
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Igualmente, existen varios trabajos que demuestran la alta capacidad 
biocontroladora de aislamientos de Rhizoctonia binucleada no patogénica sobre R. 
solani y otros hongos fitopatógenos del suelo (Sneh et al., 2004; González et al., 
2000; Burns y Benson, 2000; Cartwright y Spurr, 1998). Los aislados de 
Rhizoctonia binucleada no patogénica capaces de prevenir y proteger varias 
enfermedades de plantas, fueron clasificados en el género Ceratobasidium Rogers 
y en ese mismo género, tiene expresión el teleomorfo de algunos aislamientos de 
Rhizoctonia micorrízica de orquídeas (RMO) (Otero et al. 2002, 2004, 2007; 
González et al., 2000; Carling et al., 1999). 
Reconociendo que en Colombia las prácticas de manejo para el añublo de la vaina 
del arroz se han limitado al uso de fungicidas de síntesis y a la resistencia varietal, 
aun cuando existen resultados promisorios con el uso de hongos biocontroladores, 
se debe insistir en generar propuestas de manejo integrado de la enfermedad. 
Igualmente, en un contexto holístico se debe buscar la producción limpia de este 
cultivo que posee tanta importancia para la humanidad no sólo desde lo 
alimentario, sino desde lo económico y ambiental. De acuerdo con lo anterior, en 
esta investigación se planteó evaluar la capacidad biocontroladora de Rhizoctonia 
presente en raíces de orquídeas sobre Rhizoctonia solani Kühn patógeno del 
suelo en arroz, para lo cual se buscó como objetivos: 1) identificar aislamientos del 
género-forma Rhizoctonia obtenidos de raíces de orquídeas de diferentes hábitats,  
2) evaluar su patogenicidad sobre un hospedero diferente, en este caso de 
estudio, el arroz, 3) reconocer su potencial biocontrolador sobre R. solani en el 
mismo cultivo y 4) determinar el efecto de diferentes dosis de nitrógeno, así como 
la condición de suelo pasteurizado y natural sobre la actividad patogénica y 
biocontroladora del género-forma Rhizoctonia. 
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1. FILOGENIA DE Ceratobasidium ENDÓFITO EN RAÍCES DE ORQUÍDEAS DE 
DIFERENTES HÁBITATS. 
1.1  REVISIÓN DE LITERATURA 
Todas las orquídeas requieren para su germinación y desarrollo establecer 
asociación con hongos micorrízicos. Algunas conservan esta relación hasta su 
estado adulto; otras lo hacen de forma obligada, principalmente aquellas que no 
son fotosintéticas (Otero y Bayman, 2009; Arditti, 1992; Bernard, 1909).  Las 
células corticales de las raíces de las orquídeas (corteza y/o velamen) sufren una 
hipertrofia a nivel de núcleo como consecuencia de la colonización del hongo, y 
éste forma unas estructuras denominadas “Pelotones” que corresponden a 
enrollamientos hifales, los cuales son degradados por la planta para obtener 
nutrientes (Hadley y Williamson, 1972).  
La micorriza orquidioide se caracteriza por que la mayoría de los hongos que 
participan en la asociación pertenecen al género-forma Rhizoctonia, y los géneros 
teleomorfos que le corresponden son: Ceratobasidium, Tulasnella, Sebacina y 
Thanatephorus (Agrios, 2002; Sneh et al., 1991). Estos géneros se diferencian por 
el número de núcleos en las células de hifas jóvenes. Rhizoctonia micorrízica en 
orquídeas, mayormente es binucleada y su teleomorfo es Ceratobasidium o 
Tulasnella. Puede encontrarse en orquídeas la forma multinucleada, pero es 
menos frecuente y su teleomorfo es el género Thanatephorus (Rubio et al., 2000; 
Carling et al., 1999). Sin embargo, el número de núcleos no es confiable como 
característica filogenética dentro de Ceratobasidium, puesto que se pueden 
encontrar formas uninucleadas y binucleadas en un mismo clado (Porras-Alfaro y 
Bayman, 2007; Otero et al., 2002). 
Los estudios de hongos micorrízicos de orquídeas tropicales enfatizan en la 
especificidad de la relación y sus implicaciones para la conservación de estas 
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plantas en condiciones naturales (Otero y Bayman, 2009; Suárez et al., 2006; 
Pereira et al., 2003, 2005a, 2005b). Pero son más los trabajos realizados con 
hongos micorrízicos de orquídeas epífitas de zonas tropicales y orquídeas 
terrestres de zonas templadas, que los desarrollados con orquídeas terrestres 
tropicales (Porras-Alfaro y Bayman, 2007; Pereira et al., 2005a).  
Hasta la fecha, Puerto Rico es el país tropical que más estudios ha desarrollado 
sobre hongos micorrízicos de orquídeas epífitas, mostrando la variación en la 
especificidad micorrízica entre especies y la preferencia marcada de ciertos 
grupos de orquídeas por hongos del género Ceratobasidium (Otero et al., 2002, 
2004, 2007). En cambio, para orquídeas epífitas andinas del Ecuador, los hongos 
identificados como micorrízicos pertenecieron a los géneros teleomorfos 
Tulasnella y Sebacina (Suárez et al., 2006). En orquídeas epífitas de la selva del 
Brasil se encontraron los géneros anamorfos Epulorhiza y Ceratorhiza (sus 
teleomorfos son Tulasnella y Ceratobasidium, respectivamente) (Pereira et al., 
2003, 2005a, 2005b). No se saben las causas de estas diferencias sobre la 
presencia de determinados géneros de hongos micorrízicos, pero la altitud que 
influye en las condiciones climáticas, puede estar cumpliendo un papel importante 
(Suárez et al., 2006; Rasmussen y Whigham, 2002). 
En Puerto Rico también se investigó con Vanilla (orquídea hemiepifítica que 
presenta raíces terrestres y aéreas) para conocer sus hongos micorrízicos. En 
medio de PDA se logró obtener aislamientos de Ceratobasidium y fue el hongo 
más común en raíces terrestres de cuatro especies provenientes de Puerto Rico, 
Costa Rica y Cuba. Tulasnella lo fue para raíces aéreas y además se encontró 
Thanatephorus (Porras-Alfaro y Bayman, 2007). 
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Por lo tanto, el género Thanatephorus puede cumplir actividad micorrízica en 
orquídeas o patogénica en cultivos agrícolas, causando graves pérdidas 
económicas. En este segundo caso, la especie T. cucumeris es el teleomorfo de 
R. solani Kühn, donde diferentes grupos anastomósicos (AG) causan 
enfermedades como: roña negra en papa AG3, mustia hilachosa en fríjol AG1, 
damping-off en hortalizas AG1 y añublo o tizón de la vaina en arroz AG1-1A 
(Agrios, 2002; Correa et al., 2001). 
En el cultivo del arroz R. solani se presenta bajo cualquier condición 
agroecológica, sin embargo sólo infecta cuando se presentan condiciones de alta 
humedad relativa (96%), alta temperatura (23-35C) y alta disponibilidad de 
nitrógeno. Cuando el inóculo se localiza en la base de la hoja bandera se pueden 
presentar pérdidas de 40% (Ferrero y Nguyen, 2003; Correa et al., 2001). 
Con relación a las orquídeas, Colombia es considerado uno de los países más 
diversos pues posee el 15% (más de 3.500 spp.) del total de las especies del 
mundo (Senghas, 2001; Ortiz et al., 1994; Dressler, 1993; Arditti, 1992). Sin 
embargo, hasta la fecha es muy poca la investigación realizada en este país con 
hongos micorrízicos de orquídeas (Díaz et al., 2000).   
Al conocer sobre hongos micorrízicos de orquídeas, se puede aportar a la 
conservación de la población de esta planta y por ende a su biodiversidad 
(Dearnaley, 2007). De igual manera, se debe investigar sobre la variada actividad 
biológica de los hongos micorrízicos de orquídeas, para así proponer trabajos 
relacionados con agricultura haciendo énfasis en biocontrol de patógenos.  
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En el presente estudio se planteó como hipótesis que el género-forma Rhizoctonia 
como endófito de raíces de orquídeas es genéticamente más cercano a otros 
hongos micorrízicos de orquídeas que a hongos fitopatógenos, establecido por su 
porcentaje de similitud con las secuencias disponibles en el GenBank. También, 
que la filogenia de estos hongos está directamente relacionada con el hábitat de 
las orquídeas.  
Para dar respuesta se planteo como objetivo aislar Rhizoctonia de raíces de 
orquídeas de diferentes hábitats. Usando sistemática molecular, se compararon 
los aislamientos de los hongos con base a la secuenciación de la región ITS de los 
genes ribosomales nucleares y también el número de núcleos de células de hifas 
jóvenes. 
1.2  MATERIALES Y MÉTODOS 
1.2.1  Aislamientos del género-forma Rhizoctonia  de raíces de orquídeas.  
Se recolectaron plantas de orquídeas de diferentes hábitats (terrestres, epífitas, 
hemiepifíticas y litofíticas), presentes en zonas de reserva forestal y zonas 
intervenidas a borde de carretera. Se tomaron muestras en cinco municipios en el 
departamento del Valle del Cauca (Felidia, Palmira, Yotoco, Dagua y 
Buenaventura) y un municipio en el departamento de Antioquia (Santa Fé de 
Antioquia), Colombia. Para mantener las muestras húmedas se conservaron en 
bolsas plásticas y fueron transportados en nevera de icopor hasta el laboratorio 
para procesarlas en un lapso no mayor a 2 días después de su recolección.  
En el laboratorio se seleccionaron al azar 4 raíces con apariencia sana que 
estuvieran en contacto con el sustrato según su hábitat: suelo para las orquídeas 
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terrestres y hemiepifíticas, corteza de árboles para epífitas, y roca para litofíticas. 
De esta forma se aseguró una mayor probabilidad de encontrar hongos 
micorrízicos (Suárez et al., 2006). De dichas raíces se realizaron cortes 
transversales para obtener 6 trozos de aproximadamente 0.5 cm, los cuales se 
montaron en portaobjetos con agua destilada y se verificó la presencia de 
“pelotones” viables. 
Posteriormente, los cortes de raíces con “pelotones” se desinfestaron con etanol al 
70% por 1 minuto, hipoclorito de sodio al 2.5% por 30 segundos, etanol al 70% por 
1 minuto y finalmente, fueron lavados con agua destilada estéril por 1 minuto 
(Otero et al., 2002). El tejido se secó con toallas de papel estériles para realizar su 
siembra en medio de papa, dextrosa y agar (PDAA) acidulado con ácido láctico al 
0.2% para evitar el crecimiento bacteriano. Las muestras se incubaron a 
temperatura ambiente (27 C) hasta observar desarrollo micelial de los endófitos 
presentes. Sólo se seleccionaron hongos con características microscópicas y 
macroscópicas correspondientes al género-forma Rhizoctonia (Sneh et al., 1991; 
Agrios, 2002), que se mantuvieron en cultivo puro. Para preservar los 
aislamientos, se tomaron trozos de PDA con crecimiento micelial suspendidos en 
agua destilada estéril para su posterior reactivación (Otero y Bayman, 2009). 
 1.2.2  Número de núcleos en células de hifas jóvenes del género-forma 
Rhizoctonia. 
Para las micropreparaciones fueron utilizados aislamientos de Rhizoctonia con 5 y 
8 días de crecimiento en medio de PDAA. El montaje de la muestra se hizo sobre 
porta y cubre objeto utilizando safranina al 0.5% e hidróxido de potasio (KOH) al 
3%, depositando simultáneamente una gota de cada solución para lograr que el 
tinte penetrara el tejido del hongo y lograr así la tinción de núcleos (Sneh et al., 
1991).  Las micropreparaciones se observaron con microscopio de luz a 400X y 
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1000X.  El número de núcleos por célula, fue determinado con base en la lectura 
de 20 células jóvenes obtenidas de los aislamientos crecidos en dos cajas de Petri 
(Goh et al., 1992).  
1.2.3  Identificación molecular del género-forma Rhizoctonia en raíces de 
orquídeas y análisis filogenético. 
El ADN genómico de los diferentes aislamientos puros obtenidos de Rhizoctonia 
de orquídeas se extrajo utilizando la metodología de Lee y Taylor (1990). La 
región ITS de los genes ribosomales nucleares se amplificó por reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) y los primers fungosos ITS1 e ITS4 (White et al., 
1990).  
El procedimiento consistió en crecer los hongos en caldo de papa y dextrosa por 8 
días. Transcurrido este tiempo se lavaron para concentrar y obtener el micelio 
limpio ― pasando el micelio por papel filtro, embudo de porcelana, agua destilada 
estéril y equipo de succión―, posteriormente el micelio fue macerado con 
nitrógeno líquido hasta pulverizarlo.  El producto fue transferido a un tubo ependorf 
de 1.5 ml, al que se adicionaron 500μl del buffer de lisis (buffer de lisis = 50mM 
tris-HCl (pH 7.2) + 50 mM EDTA + 3% SDS + 1% 2-mercaptoethanol; Lee y Taylor, 
1990); las muestras fueron incubadas a 65 °C por 30 a 60 min.  A cada muestra se 
le adicionaron 400 μl de fenol:cloroformo:alcohol isoamilo 25:24:1; se centrifugó a 
13,000 r.p.m. por 15 min, desechando el precipitado y fase orgánica.  El 
sobrenadante se colocó en un nuevo tubo al cual se le adicionaron 400 μl de 
cloroformo:alcohol isoamilo 24:1 y se centrifugó a 13,000 r.p.m. por 5 min.  El 
nuevo sobrenadante se llevó a un tubo con 5 μl de acetato de Na 5M y 250 μl de 
isopropanol, y se hizo una homogenización suave para no romper el DNA y lograr 
su precipitación, se centrifugó a 14,000 r.p.m. por 2 min; el sobrenadante se 
eliminó y en el fondo del tubo quedó un pelet que se lavó dos veces con 400 μl de 
30 
 
etanol al 70% el cual se dejó secar por 24 h.  La resuspensión del DNA se hizo 
con 100 μl TE, de allí se diluyó en una relación 1:100 (suspensión de DNA: agua) 
para medir la concentración en el espectrofotómetro.   
Para realizar PCR se utilizaron 10 μl de DNA y 10 μl de Master Mix (5 μl de agua + 
2 μl de buffer + 2 μl  de MgCl2 + 0.4 μl de dNTPs + 0.2 taq ADN polimerasa 
(Fermentas) + 0.5 μl 20μM de primer ITS1 +0.5 μl 20μM de primer ITS4 /reacción 
(White et al., 1990). Se programó el termociclador para la secuencia (94 ºC x 
2'30", 94 ºC x 45", 53 ºC x 30", 72 ºC x 1' /5 ciclos; después 94 ºC x 30", 53 ºC x 
30", 72 ºC x 1'15"/30 ciclos; después 72 ºC x 10'.).  En tubos se dispusieron 5 μl de 
cada una de las muestra de DNA que contenía los amplicones obtenidos de PCR, 
los cuales se limpiaron con EXOSAP de la marca Fermentas 0.3 μl de 
Exonuclease I de E. coli (# EN0582) + 0.45 μl SAP = Shrimp Alkaline Phosphatase 
(# EF0511) + 2.25 μl de agua); el proceso se realizó en el termociclador durante 
30 min a 37 °C y la desnaturalización de las enzimas se hizo por 10 min a 80 °C.  
El proceso de secuenciación se realizó en la Sequencing & Genotyping Facility 
(SGF), del Dpto. de Biología de la Universidad de Puerto Rico, Río Piedras. 
Las secuencias de la región ITS obtenidas de los aislamientos de Rhizoctonia de 
orquídeas de Colombia se corrigieron usando el programa Sequencher 3.0 (Gene 
Code Corporation, Ann Arbor, Michigan, USA). Posteriormente se compararon con 
la información existente en la base de datos del GenBank (ncbi, 2010) utilizando 
las búsquedas BLAST (Altschul et al., 1990). Para la identificación se consideraron 
aquellos organismos fungosos cuyas secuencias se mostraron más cercanas a las 
secuencias de los hongos aislados en este estudio, teniendo en cuenta los 
porcentajes de similitud más altos (entre 93 y 100%) arrojados por las búsquedas 
BLAST.  
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Para el análisis filogenético las secuencias ITS de los genes ribosomales 
nucleares de los hongos aislados de orquídeas en este estudio, fueron alineadas 
con 25 accesiones del GenBank,  que según las búsquedas BLAST presentaron la 
similitud más alta. Para enraizar el árbol se usaron como outgroup 2 secuencias 
ITS de Tulasnella correspondientes a Vanilla de Puerto Rico y la orquídea tropical 
Spathaglotis plicata de Singapur (GenBank DQ834391 Porras-Alfaro y Bayman, 
2007; AJ313458 Ma, Tan y Wong, 2003 respectivamente). Los alineamientos se 
trabajaron primero en el programa de comparación de secuencias múltiples 
(Muscle, 2010), posteriormente la alineación obtenida se valoró visualmente en el 
programa Bioedit 5.0 (Hall, 1999).  
Las relaciones filogenéticas fueron estimadas usando Máxima Parsimonia (MP) y 
Máxima verosimilitud (ML) con la opción de búsqueda heurística en el programa 
PAUP (versión 4.0b10; Swofford 2001). El análisis de MP utilizó 195 caracteres 
informativos y generó 32 árboles igualmente parsimoniosos, con un largo de 606 
pasos. El apoyo de Bootstrap fue calculado usando MP a partir de 1000 
repeticiones incluyendo los valores superiores a 50%. En el análisis se presentó el 
árbol consenso de MP con los valores de Bootstrap y el árbol consenso de ML 
suministrado por el programa TreeView 32 con longitud de las ramas, lo cual se 
interpretó como la distancia evolutiva entre los hongos. 
1.3  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
1.3.1  Aislamiento del género-forma Rhizoctonia de raíces de orquídeas. 
Se recolectaron 71 plantas de orquídeas de diferentes hábitats (terrestres, epífitas, 
hemiepifíticas y litofíticas), pertenecientes a 31 géneros y 7 individuos sin 
identificar (Tabla 1).  
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Al sembrar en medio de PDA acidulado tejido de la corteza de la raíz de orquídeas 
con estructuras características de hongos micorrízicos (pelotones), fue posible 
obtener de 8 plantas 12 aislamientos pertenecientes al género-forma Rhizoctonia 
cuyo teleomorfo correspondió al género Ceratobasidium, según las búsquedas 
BLAST (GenBanK) (Tabla 2, Figura 1).  
Estos resultados coinciden con los de Otero et al. (2002) al registrar 
Ceratobasidium como hongo micorrízico de orquídeas epífitas de Puerto Rico. Se 
consideró, que el obtener aislamientos de Ceratobasidium directamente de áreas 
de la corteza radical con pelotones, estos pudieron estar cumpliendo actividad 
micorrízica en las orquídeas estudiadas (Suárez et al., 2006; Hadley y Williamson, 
1972). 
Los hongos registrados (Tabla 2 y 3) correspondieron a aquellos que se pudieron 
aislar y reactivar en medio de cultivo artificial como PDA. Sin embargo, la 
identificación de hongos micorrízicos de orquídeas hecha a partir de aislamientos 
crecidos en medios de cultivo tiene limitaciones, pues sólo existen registros de 
aquellos que se aíslan, y una alta población que no crece en el medio de cultivo 
queda sin inventariar e identificar (Rasmussen, 2002). 
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Tabla 1. Orquídeas recolectadas en municipios del Valle del Cauca y Antioquia, 
Colombia para la obtención de Rhizoctonia como endófito de raíces. 
 
Género o  
especie de orquídea 
 
Hábitat  
 
Localidad  
 
Género o  
especie de orquídea 
 
Hábitat  
 
Localidad  
 
Arundina sp. 
 
Terrestre 
 
Palmira 
 
*Notylia sp.1 
 
Epífita 
 
B/ventura 
Bletia purpurea 1 Terrestre B/ventura Notylia sp.2 Epífita B/ventura 
Bletia purpurea 2 Terrestre B/ventura Odontoglossum sp. Epífita Medellín  
Campylocentrum micranthum Epífita Yotoco Oncidium abortivum Epífita Yotoco 
Cattleya sp. Epífita Palmira Oncidium sp. Epífita B/ventura 
Cleistes sp. Terrestre B/ventura  Phragmipedium logifolium 2 Terrestre Palmira 
*Cranichis sp.1 Terrestre B/ventura  Phragmipedium logifolium 3 Terrestre Palmira 
Cranichis sp.2 Terrestre Palmira Phragmipedium longifolium 1 Terrestre  Dagua 
Cranichis sp.3 Terrestre Palmira Prostachea sp. Terrestre Palmira 
Cyrtopodium sp. Epífita Palmira Rodriguezia granadensis Epífita Yotoco 
Dendrobium sp. Epífita Palmira Scaphyglottis sp.1 Epífita B/ventura 
Dichaea sp.1 Epífita B/ventura Scaphyglottis sp.2 Epífita B/ventura 
*Dichaea sp.2 Epífita Felidia Scaphyglottis sp.3 Epífita B/ventura 
Elleanthus sp.  Terrestre Felidia Scaphyglottis sp.4 Epífita B/ventura 
Epidendrum longicolle Epífita B/ventura Shomburkia sp.  Epífita Palmira 
Epidendrum nocturnum 1 Epífita Dagua  Sobralia roezlii Epífita Yotoco 
Epidendrum nocturnum 2 Epífita B/ventura  Sobralia sp. Epífita B/ventura 
Epidendrum peperomia Epífita Yotoco Sp 1. No identificada Epífita Dagua 
Epidendrum  sp.1 Epífita Dagua Sp 2. No identificada Epífita Palmira 
Epidendrum sp.2 Epífita Palmira Sp 3. No identificada Epífita Yotoco 
Epidendrum sp.3 Epífita Palmira Sp 4. No identificada Epífita Yotoco 
Epidendrum sp.4 Epífita Palmira Sp 5. No identificada Epífita B/ventura 
Epidendrum sp.5 Epífita B/ventura Sp 6. No identificada Epífita B/ventura 
Epidendrum sp.6 Epífita B/ventura Sp 7. No identificada Epífita B/ventura 
Epidendrum sp.7 Epífita B/ventura Stanhopea sp.1 Epífita Palmira 
Epidendrum sp.8 Epífita B/ventura Stanhopea sp.2 Epífita Palmira 
Epidendrum xanthinum 1 Litofítica Palmira Stanhopea sp.3 Epífita Palmira 
*Epidendrum xanthinum 2 Litofítica Palmira Stelis sp. Epífita Yotoco 
Gongora sp. Epífita Dagua *Trizeuxis falcata Epífita Medellín  
*Habenaria sp.1 Terrestre Palmira *Vanilla trigonocarpa Hemipifítica B/ventura 
Habenaria sp.2 Terrestre Palmira Vanilla sp.2 Hemipifítica B/ventura 
Ionopsis utricularioides Epífita B/ventura Vanilla sp.3 Hemipifítica Medellín 
Lepanthes sp. Epífita B/ventura Vanilla sp.4 Hemipifítica B/ventura 
Masdevallia picturata 1 Epífita Yotoco Vanilla sp.5 Hemipifítica B/ventura 
Masdevallia picturata 2 Epífita Felidia    
Maxillaria sp.1 Epífita Palmira    
*Maxillaria sp.2 Epífita Felidia    
* Plantas de orquídeas de donde se obtuvieron aislamientos del género-forma 
Rhizoctonia. 
34 
 
Tabla 2. Número de núcleos y codificación en el GenBank de los aislamientos de 
Rhizoctonia de orquídeas en municipios del Valle del Cauca y Antioquia, 
Colombia. 
 
Código del 
aislamiento 
 
Hospedero 
 
Hábitat 
 
Localidad 
Núcleos y 
células 
monilioides 
 
Resultados del 
BLAST 
Numero de 
accesión 
asignado 
 
Q1 M13 
 
Notylia sp. 
 
Epífita 
 
B/Ventura 
 
Uninucleada 
+ 
 
Ceratobasidium 
 
GU206536 
Q1.1 M14 Habenaria sp. Terrestre Palmira Binucleada 
+ 
Ceratobasidium GU206537 
Q1.2 M14 Habenaria sp. Terrestre Palmira Binucleada 
+ 
Ceratobasidium GU206538 
Q2.1 M14 Cranichis sp. Terrestre Palmira Binucleada 
- 
Ceratobasidium GU206539 
Q2.2 M14 Cranichis sp. Terrestre Palmira Binucleada 
+ 
Ceratobasidium GU206540 
Q1 M15 Vanilla sp. Hemiepifítica B/Ventura Binucleada 
+ 
Ceratobasidium GU206541 
Q1 M16 1.1 Epidendrum 
xanthinum 
Litofítica Palmira Binucleada 
- 
Ceratobasidium GU206542 
Q1 M16 1.2 Epidendrum 
xanthinum 
Litofítica Palmira Binucleada 
+ 
Ceratobasidium GU206543 
Q3 M17 1.1 Trizeuxis 
falcata 
Epífita Medellín Binucleada 
- 
Ceratobasidium 
Clado A 
GU206544 
Q3 M17 1.2 Trizeuxis 
falcata 
Epífita Medellín Binucleada 
+ 
Ceratobasidium 
Clado A 
GU206545 
Q1M19 
 
Maxillaria sp. 
 
Epífita Felidia Binucleada 
+ 
Ceratobasidium 
Clado A 
GU206547 
Q2 M19 
 
Dichaea sp. Epífita Felidia Binucleada 
+ 
Ceratobasidium 
Clado A 
GU206546 
*R. solani Oryza sativa  CIAT 
Colombia 
No fueron 
observados 
R. solani GU206548 
* La muestra corresponde a una cepa altamente virulenta en arroz (Tolima 2399-1 
oryzica 1) obtenida del cepario del Programa de Patología de Arroz del CIAT – 
Colombia.
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Tabla 3. Ubicación geográfica y características climáticas de los sitios de muestreo para estudios de hongos 
endófitos de raíces de orquídeas. 
País/ 
Localidad 
Latitud/ 
Longitud 
Rango 
altitudinal 
m.s.n.m. 
Temperatura 
media anual 
°C 
Precipitación 
media anual 
mm 
Nivel 
ecológico 
Característica 
de la zona 
Puerto Rico 18°15’N 
66°30’O 
     
Trinidad 11°00’N 
61°00’O 
     
Cuba 21°30’N 
80°00’O 
     
Costa Rica 8°02’26’’N 
11°13’12’’O 
     
Panamá 9°00’N 
80°00’O 
     
Perú 10°00’S 
76°00’O 
     
Colombia 8°00’N 
66°00’O 
     
B/ventura 
Valle del Cauca 
 
3°53’35’’N 
77°4’10’’O 
 
7-20 
 
26 
 
6.000-10.000 
Calido 
Selva húmeda 
tropical 
Reserva forestal 
 
 
Yotoco 
Valle del Cauca 
 
3°50’N 
76°20’O 
 
1.200-1.600 
 
 
20 
 
1.500-1.800 
Templado 
Selva 
Subandina 
Reserva forestal 
Palmira 
Valle del Cauca 
 
3°28’N 
76°03’O 
 
1.200-1.500 
 
20 
 
1.000-3.000 
Templado 
Subandino 
Intervenida/ 
borde de 
carretera 
Felidia 
Valle del Cauca 
 
3°15’N  
76°39’O 
 
2.000-2.500 
 
12 
 
2.000-4.000 
Frío 
Andino 
Reserva forestal 
Santa fé de 
Antioquia 
 
6°33’N 
75°49’O 
 
500-700 
 
 
27 
 
1.000-1.200 
Calido 
Subandino 
Reserva forestal 
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Figura 1. Corte transversal de la raíz de orquídeas. a) velamen, b) zona de la 
corteza donde se observaron pelotones a 400X, c) pelotones viables y consumidos 
1000X. (Foto: Ana T. Mosquera-Espinosa, 2008). 
a
b
c
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1.3.2  Número de núcleos en células de hifas jóvenes del género-forma 
Rhizoctonia. 
De los 12 aislamientos de Rhizoctonia, uno fue uninucleado y once binucleados. El 
aislamiento de Rhizoctonia uninucleado fue obtenido de la orquídea epífita Notylia 
sp. Algunos de estos aislamientos produjeron células monilioides, el aislamiento 
uninucleado y ocho de los aislamientos binucleados. En dichas células monilioides 
se observó con mayor facilidad el número de núcleos, tal como lo menciona la 
literatura (Rubio et al., 2000; Carling et al., 1999) (Tabla 2, Figura 2). 
El número de núcleos es una característica favorable para taxonomía, ya que 
permite distinguir los géneros teleomorfos de Rhizoctonia: Ceratobasidium puede 
ser uni o binucleado, en tanto que Thanatephorus es multinucleado (Sneh et al., 
1991). Los resultados coinciden con los de Otero et al. (2002) al encontrar 
Rhizoctonia bi y uninucleada como hongos asociados a raíces de orquídeas 
epífitas. Sin embargo, en dicho estudio los resultados de filogenia mostraron a 
Rhizoctonia uninucleada y binucleada en un mismo clado, sugiriendo que el 
número de núcleos no fue confiable como característica filogenética dentro del 
género Ceratobasidium.  
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Figura 2. Células monilioides de RBO 1000X a) células uninucleadas, b) 
células binucleadas (Foto: Ana T. Mosquera-Espinosa, 2009). 
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1.3.3  Identificación molecular del género-forma Rhizoctonia en raíces de 
orquídeas y análisis filogenético 
Según las búsquedas BLAST (GenBank), los 12 aislamientos de Rhizoctonia de 
orquídeas de Colombia mostraron como organismos más cercanos el género 
teleomorfo Ceratobasidium, con valores de similitud entre 93 y 100% (Tabla 4). Sin 
embargo, no todas las secuencias de Ceratobasidium estuvieron genéticamente 
más cercanas a las secuencias de Ceratobasidum micorrízico de orquídeas. Por lo 
tanto,  sólo se aceptó la hipótesis planteada en el capítulo, con base a las 
secuencias de Ceratobasidium de las orquídeas epífitas, que tuvieron 97% de 
similitud con las secuencias de Ceratobasidium de orquídeas epífitas de Puerto 
Rico de los estudios de Otero et al. (2002).  
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Tabla 4. Secuencias más cercanas a los aislamientos de Rhizoctonia de orquídeas 
presentes en municipios de Valle del Cauca y Antioquia, Colombia  según las 
búsquedas BLAST (GenBank). 
 
Código del 
aislamiento 
Número de accesión 
de la secuencia más 
cercana 
 
Secuencia 
más cercana 
 
Porcentaje 
Similitud 
 
Actividad 
reportada 
Localidad de la 
secuencia más 
cercana 
 
Hospedero 
 
Q1 M13 
 
AB219143 
 
 
 
Ceratobasidium  
AG-B(o) 
 
93% 
 
No reporta 
 
Japón:Fukuoka 
Sin publicar 
 
 
Fresa 
 
Q1.1 M14 DQ279043 
 
Ceratobasidium  
 YA18 
94% No reporta Países bajos 
Sin publicar 
No reporta 
Q1.2 M14 DQ279043 
 
Ceratobasidium  
 YA18 
96% No reporta Países bajos 
Sin publicar 
No reporta 
Q2.1 M14 AB478783 
 
Ceratobasidium  
AG-G 
100% Patógeno Italia 
Sin publicar 
Viburnum tinus 
Laurel salvaje 
Q2.1 M14 EU605732 
 
Ceratobasidium  
RR-2008 
100% Endófito India 
Sin publicar 
Rhynchostylis            
retusa (L.) 
Orquídea 
Q2.2 M14 DQ279043 
 
Ceratobasidium  
 YA18 
100% No reporta Países bajos 
Sin publicar 
No reporta 
Q1 M15 FJ613838 
 
Fungal endophyte  
ZY-2009 
99% Endófito China 
Sin publicar 
No reporta 
Q1 M16 1.1 AJ000202 
 
Thanatephorus 
cucumeris 
aislado IMI 369673 
98% Patógeno Benin (África) 
Publicado 
Arroz 
Q1 M16 1.1 DQ102436 
 
Ceratobasidium  
 AG-F 
97% Patógeno Israel 
Publicado 
Fresa 
Q1 M16 1.2 EU002954 
 
Uncultured 
Ceratobasidium  
 clone 3b 
100% Endófito USA 
Sin publicar 
Semilla de 
manzana 
Q3 M17 1.1 AF472295 
 
Ceratobasidium 
JTO091 
97% Micorriza de 
orquídeas 
Puerto Rico  
Publicado 
Ionopsis 
satyrioides 
Q3 M17 1.2 AF503970 Ceratobasidium 
JTO031 
97% Micorriza de 
orquídeas 
Puerto Rico 
Publicado 
Tolumnia 
variegata 
Q1M19 
 
AF503970 Ceratobasidium 
JTO031 
97% Micorriza de 
orquídeas 
Puerto Rico 
Publicado 
Tolumnia 
variegata 
Q2 M19 
 
AF472291 Ceratobasidium 
JTO075 
97% Micorriza de 
orquídeas 
Puerto Rico 
Publicado 
Tolumnia 
variegata 
R. solani FJ667267 Thanatephorus 
cucumeris 
aislado RSM59 
100% Patógeno Japón 
Sin publicar 
Arroz 
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Al relacionar los resultados de esta investigación con los trabajos desarrollados en 
el neotrópico sobre hongos micorrízicos de orquídeas, coinciden con los obtenidos 
en Puerto Rico al encontrar Ceratobasidium en orquídeas epífitas (Otero et al., 
2002, 2004, 2005, 2007). Para el caso de Brasil los géneros registrados fueron 
Ceratorhiza y Epulorhiza, expresiones también anamorfas de los géneros 
Ceratobasidium y Tulasnella respectivamente (Pereira et al., 2003, 2005a, 2005b). 
Lo anterior sugiere, que el género Ceratobasidium cumple actividad micorrízica en 
orquídeas ya sea en su fase anamorfa o teleomorfa, en plantas ubicadas en el 
neotrópico aunque las zonas biogeográficas sean diferentes (Tabla 3). 
En contraste, en los estudios de Ecuador se mencionan como hongos micorrízicos 
de orquídeas epífitas 7 clados diferentes del género Tulasnella  y aún no existen 
registros de Ceratobasidium (Suárez et al., 2006). Para este estudio, no se aisló 
de raíces de orquídeas el género Tulasnella como tampoco Thanatephorus  y 
Sebacina,  pero no se descarta su presencia. 
Para indicar que el género-forma Rhizoctonia cumple actividad micorrízica en 
orquídeas, se nombra con base a su fase sexual o teleomorfa y esto también 
aplica para el análisis de filogenia. Sin embargo, en campo y al aislarlo en medios 
de cultivos artificiales se expresa es su fase asexual o anamorfa (Sneh et al., 
1991). 
En el análisis filogenético según MP (Figura 3) y ML (Figura 4), todos los 
aislamientos de Rhizoctonia de las orquídeas del presente estudio fueron 
alineados en Ceratobasidium definiéndose tres clados según el hábitat de las 
orquídeas: “epífitos”, “terrestres” y “hemiepifíticos”. Lo cual correspondió a lo 
planteado en la hipótesis de capítulo, que la filogenia de los hongos está 
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relacionada con el hábitat de las orquídeas. Se definió un cuarto clado 
denominado “Thanatephorus”, el cual estuvo conformado por los géneros 
Rhizoctonia y Thanatephorus patógenos de arroz. En este clado también quedó 
incluido un Ceratobasidium de la litofítica Epidendrum 1, posiblemente porque aún 
no está completamente resuelta la posición filogenética de Ceratobasidium y 
Thanatephorus (Porras-Alfaro y Bayman, 2007; González et al., 2001).  
 
 
Figura 3. Filogenia de Ceratobasidium basado en el análisis de Máxima 
Parsimonia (MP) usando secuencias del nrITS. Los números marcados en las 
ramas representan el apoyo de bootstrap en porcentaje. Las secuencias de 
Tulasnella correspondieron al outgroup.  CI = 0.6502, RI = 0.7878, RC = 0.5122 
hemiepifíticos
86
73
98
69
100
90
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hemiepifíticos
Figura 4. Filogenia de Ceratobasidium basado en el análisis de 
Máxima Verosimilitud (ML) usando secuencias nrITS. Las secuencias 
de Tulasnella correspondieron al outgroup.  -Ln likelihood = 
3773.74826 
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Las secuencias de Tulasnella por ser el outgroup quedaron separadas de los 
Ceratobasidium como se espera en este tipo de análisis. Igualmente la posición 
filogenética de Tulasnella frente a Ceratobasidium y Thanatephorus aún no está 
completamente resuelta (Moncalvo et al., 2006). En el árbol de ML (Figura 4) el 
largo de ramas indicó distancia evolutiva entre los Ceratobasidium.  
Clado “epífitos”. Presentó apoyo de bootstrap de 73% (Figura 3), aquí se 
ubicaron todos los Ceratobasidium obtenidos de las orquídeas de este hábitat: 
Notylia, Trizeuxis 1 y 2, Maxillaria y Dichaea. Igualmente, incluyó Ceratobasidium 
de los clados A, B y C de orquídeas epífitas de Puerto Rico (Otero et al., 2002), 
Ceratobasidium de suelo y fresa, ambos de Japón (AF354095 y AB219143 
respectivamente) y Rhizoctonia micorrízico de la orquídea Aranda brite Ng de 
Singapur (AJ318430).  
Dentro de este clado se conformó un subclado con mayor apoyo de bootstrap, 
86%, sólo estuvieron los Ceratobasidium de Trizeuxis 1 y 2, Maxillaria y Dichaea, y 
algunos de los Ceratobasidium del clado A de los estudios de Otero et al. (2002, 
2004, 2005). En el árbol de MP (Figura 3) se observó el Ceratobasidium de Notylia 
filogenéticamente más distante y el árbol de ML (Figura 4) corroboró que este 
aislamiento fue diferente a los demás Ceratobasidium de las orquídeas epífitas, al 
presentar una rama un poco más larga. Esta diferencia se relacionó con la 
característica de ser uninucleado, aunque taxonómicamente también 
correspondiera al género Ceratobasidium (Sneh et al., 1991). 
Posiblemente estos resultados tuvieron relación con la marcada preferencia de 
algunas orquídeas por hongos del género Ceratobasidium y quizás por un clado 
en particular, mientras que el hongo micorrízico de orquídeas no parece presentar 
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tal especificidad (Otero et al., 2007). De acuerdo a lo anterior, las orquídeas 
epífitas de este estudio se asociaron con Ceratobasidium del clado A y no del 
clado B de los estudios de Otero et al. (2002, 2004, 2007). Sin embargo, se 
esperaba mayor asociación de los Ceratobasidium de las orquídeas epífitas de 
Colombia con los Ceratobasidium del clado B de los estudios de Otero et al. 
(2002, 2004, 2007), tomando como referente el estudio con la orquídea epífita 
Ionopsis utricularioides muestreada en un amplio rango del neotrópico (Puerto 
Rico, Cuba, Panamá, Costa Rica, Trinidad y Perú). No obstante, el tema de 
especificidad de orquídeas por sus hongos micorrízicos, y los efectos de estos 
hongos sobre el crecimiento de la orquídea aún son temas controversiales 
(Porras-Alfaro y Bayman, 2007).  
Los resultados sugieren, que aún cuando los estudio se desarrollaron en el 
neotrópico (esta vez incluyendo a Colombia) (Tabla 3), el factor clima determinado 
por la ubicación geográfica, pudo influir en la relación micorrízica tal como se 
plantea en algunos estudios (Suárez et al., 2006; Rasmussen y Whigham, 2002). 
También es importante tener en cuenta que el rango de muestreo del presente 
estudio no fue amplio, por lo cual el no aislar ciertos grupos de hongos 
micorrízicos no descarta su presencia en raíces de orquídeas epífitas en Colombia 
(Mosquera-Espinosa, 2010; Suárez et al., 2006). 
Clado “Thanatephorus”. En el análisis de MP (Figura 3) este clado presentó 
apoyo de bootstrap de 69%. La mayoría de las secuencias correspondieron a R. 
solani como patógeno en arroz, ya fuera en su expresión anamorfa o teleomorfa: 
R. solani (aislamiento de este estudio), Thanatephorus cucumeris de regiones 
como Benin-África (Johanson et al., 1998), Japón (FJ667267) y China 
(EF429316); R. solani patógeno en papa AG3 (AF354064) de USA y también un 
Ceratobasidium patogénico en fresa de Israel (Sharon et al., 2007). También se 
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ubicaron dos secuencias de Ceratobasidium: uno perteneciente a este estudio de 
la orquídea litofítica Epidendrum 1 y otro con actividad micorrízica (JTO048) en la 
orquídea epífita Psychilis monenesis de Puerto Rico (Otero et al., 2002, 2007). 
Al encontrarse en el clado “Thanatephorus” secuencias de hongos pertenecientes 
a dos géneros diferentes (Ceratobasidium = binucleado y Thanatephorus = 
multinucleado (Sneh et al., 1991)), se interpreta que aún no está debidamente 
delimitada su filogenia. La literatura plantea, que posiblemente Ceratobasidium es 
parafilético, es decir, que en su filogenia se incluye el antepasado común, pero no 
todos los descendientes de dicho antepasado. Estos resultados coinciden con 
otros estudios de filogenia de Rhizoctonia como hongo micorrízico y/o patógeno 
(Porras-Alfaro y Bayman, 2007; Moncalvo et al., 2006; González et al., 2001). 
En este clado, además se diferenció un subclado con fuerte apoyo de bootstrap, 
100% (Figura 3). Aquí sólo participaron secuencias de R. solani patógeno de arroz 
en Colombia, T. cucumeris patógeno de arroz en Japón (FJ667267) y China 
(EF429316). Los resultados obtenidos corroboran, que R. solani se presenta como 
patógeno en el agroecosistema arroz ya sea en su fase asexual o sexual, pero 
deben existir condiciones favorables para ello: alta humedad relativa, alta 
temperatura y altos niveles de nitrógeno, no importa la ubicación geográfica  
(Ferrero y Nguyen, 2003; Agrios, 2002; Correa et al., 2001). Posiblemente, estos 
resultados también tuvieron relación con las diversas formas de acción que puede 
presentar el género-forma Rhizoctonia (Agrios, 2002). Sin embargo, se generan 
interrogantes sobre la posible patogenicidad de Rhizoctonia micorrízico de 
orquídeas (con su teleomorfo en Ceratobasidium) en otras plantas hospederas  
(Carling et al., 1999). 
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Clado “terrestres”. Como grupo presentó un fuerte apoyo de bootstrap, 98%. El 
análisis MP (Figura 3) mostró que en este clado se ubicaron los Ceratobasidium 
obtenidos de orquídeas con este tipo de hábitat, Cranichis 1 y 2 y Habenaria 1 y 2, 
excepto el Ceratobasidium de la orquídea litofítica Epidendrum 2. Las dos 
secuencias de los aislamientos de Habenaria fueron cercanas entre sí con un 
apoyo de bootstrap de 100%, lo cual se interpretó como organismos similares. En 
el árbol de ML (Figura 4), se encontró que no hubo variación entre las secuencias 
de los Ceratobasidium de este estudio y las correspondientes a los 
Ceratobasidium del GenBank, excepto las dos secuencias de Habenaria, pues 
aunque se anidaron en el grupo presentaron un mayor largo de ramas.  
En este clado, la mayoría de las secuencias de referencia del GenBank fueron 
Ceratobasidium, sólo una correspondió a Rhizoctonia patogénico de fresa en Italia 
(Manici y Bonora, 2007). Hubo Ceratobasidium endófito de la orquídea 
Rhynchostylis retusa de la India (EU605732) y endófito en semillas de manzana 
en USA (EU002954), también un Ceratobasidium patogénico en Viburnum tinus 
(laurel salvaje) de Italia (AB478783). Según el árbol de MP (Figura 3) la secuencia 
de Ceratobasidium de Cranichis 1 se ubicó distante de las otras secuencias de 
Ceratobasidium de orquídeas terrestres de Colombia y fue más parecida a las 
secuencias sugeridas por el GenBanK. 
Según estos resultados en el clado “terrestres” las secuencias de Ceratobasidium 
sugeridos por el GenBank provenían de diferentes hospederos, diferentes zonas 
geográficas y cumpliendo diferentes actividades. Cuando la literatura que se 
encuentra sobre hongos micorrízicos de orquídeas terrestres es de zona templada 
y señala que puede existir en un mismo hospedero, un sólo pelotón con varios 
géneros de hongos cumpliendo diferentes funciones, entre ellas micorrízica 
(Kristiansen et al., 2001, 2004).  
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Clado “hemiepifítico”. El apoyo de bootstrap para este clado fue de 90% (Figura 
3). Lo conformó la única secuencia de Ceratobasidium perteneciente a la orquídea 
de este hábitat Vanilla y las dos secuencias más cercanas de Ceratobasidium 
correspondientes a suelo de Japón y a un endófito de raíces en China (AF354094  
y FJ613838 respectivamente). Según el análisis de ML (Figura 4) este clado se 
mostró alejado de los otros clado conformados en el estudio, lo cual se interpretó 
como un grupo distante a nivel evolutivo.  
El aislar Ceratobasidium de raíces terrestres de Vanilla coincide con los resultados 
obtenidos por Porras-Alfaro y Bayman (2007). Pero las búsquedas BLAST 
(GenBank) no consideraron cercanas las secuencias del Ceratobasidium de 
Vanilla de Colombia con las secuencias de Ceratobasidium del estudio en 
mención (obtenidos de Puerto Rico, Costa Rica y Cuba), donde posiblemente 
influyó la especie de Vanilla y las condiciones de clima (Tabla 3) (Suárez et al., 
2006; Rasmussen y Whigham, 2002). 
De 71 orquídeas colectadas de diferentes hábitats en tres municipios de Valle del 
Cauca y uno en Antioquia, fue posible obtener de ocho plantas doce aislamientos, 
los cuales pertenecieron al género teleomorfo Ceratobasidium. Entre las diversas 
actividades que pudieron cumplir los hongos en esta planta, posiblemente estuvo 
como micorrízicos, como lo muestran otras investigaciones con orquídeas epífitas 
del neotrópico. Los aislamientos de Ceratobasidium de orquídeas epífitas, 
formaron clados con hongos micorrízicos de orquídeas epífitas de Puerto Rico. 
Los otros aislamientos de Ceratobasidium fueron genéticamente más cercanos a 
hongos con actividad patogénica y/o endófitos, en diferentes plantas hospederas y 
distinta ubicación geográfica. Lo cual demuestra, no sólo la capacidad de 
dispersión del hongo, sino su adaptabilidad al medio. La filogenia de los 
aislamientos de Ceratobasidium estuvo relacionada con el hábitat de las 
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orquídeas, tal como se planteó en la hipótesis. Al igual que en otros estudios, 
algunos aislamientos de Ceratobasidium y Thanatephorus se ubicaron en un 
mismo clado, lo cual posiblemente tuvo relación con el hecho de no estar resuelta 
completamente la posición filogenética de estos dos géneros. Por el contrario, se 
corroboró la especificidad de R. solani como patógeno en arroz, ya sea en su 
expresión anamorfa o teleomorfa, al constituir un subclado con fuerte apoyo de 
Bootstrap (100%), con dos aislamientos igualmente patógenos de arroz aislados 
de China y Japón.  
1.4  CONCLUSIONES 
Según las búsquedas BLAST (GenBank), los 12 aislamientos obtenidos de 
orquídeas de diferentes hábitats en Colombia pertenecieron al género teleomorfo 
Ceratobasidium, de los cuales 11 fueron binucleados y 1 uninucleado. 
El análisis de filogenia de Ceratobasidium sugirió 4 clados, los cuales se 
conformaron con base al hábitat de las orquídeas y no por su actividad 
(micorrízica, patogénica, endófito, habitantes del suelo, etc.), filogenia del 
hospedero o ubicación geográfica.   
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2. PATOGENICIDAD EN ARROZ DE Rhizoctonia BINUCLEADA (Teleomorfo 
Ceratobasidium) SIMBIONTE DE ORQUÍDEAS. 
2.1  REVISIÓN DE LITERATURA 
De los microorganismos identificados por el hombre tan solo el 1% tienen actividad 
patogénica, el resto se encuentran en la naturaleza como saprofitos, antagonistas 
o simbiontes mutualistas con otros organismos. En el caso de los hongos 100.000 
especies han sido clasificadas, de las cuales 8.000 pueden ser fitoparásitas 
(Agrios, 2002; Sánchez de Prager et al., 2000). Los hongos endófitos de raíces de 
plantas pueden comportarse como simbiontes (principalmente micorrízicos) o 
patógenos, dependiendo de las condiciones ambientales o de la salud del 
hospedero. Aún la información sobre su actividad en las raíces no es clara y 
surgen confusiones sobre el tema (Bayman y Otero, 2006; Bayman et al., 1997). 
En general, los microorganismos que habitan el suelo se pueden convertir en 
limitante para la producción de los cultivos, debido principalmente a las prácticas 
que desarrolla el hombre en la búsqueda de optimizar el rendimiento, impactando 
la microbiota e induciendo desbalances en la población. La actividad patogénica 
de dichos microorganismos altera la toma de nutrientes y agua en la planta 
(causando necrosis en raíces), afecta su fisiología (al causar enfermedades 
vasculares, por ejemplo), y reduce la calidad y cantidad de sus productos para 
comercializarlos (Cooke et al., 2006).  
El género-forma Rhizoctonia como patógeno del suelo. Actualmente diferentes 
cultivos de importancia agrícola y alimentaria son afectados por diversos 
patógenos fungosos, los cuales causan pérdidas a nivel económico. Dentro de 
estos patógenos el género-forma Rhizoctonia provoca graves problemas, sin 
desconocer que en términos ecológicos es un hongo altamente ubicuo y presenta 
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diversas formas de acción, ya que puede ser igualmente saprofítico en el suelo  o 
micorrízico en orquídeas. En arroz, la especie Rhizoctonia solani Kühn como 
patógeno del suelo causa la enfermedad conocida como añublo o tizón de la vaina 
y tallo. Sobrevive en este hábitat principalmente en forma de esclerocios 
(estructura de resistencia que se forma por el acortamiento y compactación de 
hifas) y algunas veces en forma de micelio sobre residuos de plantas e inicia el 
ataque por cuello de raíz y dentro de la planta tiene una distribución sistémica 
(Agrios, 2002). 
En el proceso de infección, R. solani patógeno de arroz fue estudiado en hojas, a 
nivel microscópico se observó que el micelio penetra por el interior de la hoja, se 
ramifica y produce cojines los cuales se aprisionan contra la epidermis con 
material mucilaginoso; igualmente, se observó que penetra por diferentes puntos 
con bordes suaves (Matsuura, 1986). Macroscópicamente las lesiones se 
observan de forma irregular, en la parte central se tornan de color gris - blancuzco 
y sus bordes son amplios de color café rojizo, tienen forma elipsoide en hojas y 
vainas, que en conjunto, causan la muerte del órgano afectado (Castaño-Zapata y 
Del Río-Mendoza, 1994).  
Diferentes investigaciones han demostrado que en su actividad como patógeno 
del suelo siempre está presente en el agroecosistema del arroz, pero sólo se 
expresa bajo condiciones ambientales muy específicas e igualmente influyen 
características físicas y químicas del suelo, (Cooke et al., 2006; Ferrero y Nguyen 
2003). Se tienen registros en regiones arroceras tropicales, subtropicales y 
templadas de Asia, África y América, donde R. solani se expresa como patógeno 
en condiciones de alta humedad relativa y alta temperatura (96% y 23-35C 
respectivamente) (Ferrero y Nguyen 2003). Con relación a las propiedades físicas 
del suelo, se presenta mayormente cuando son pesados (alto porcentaje de 
arcillas), con alta saturación de agua y destrucción de la estructura a nivel de 
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microporos (Otten et al., 2001). En la parte química influyen los valores de pH 
bajos, lo cual no favorece la presencia de hongos antagonistas como Trichoderma, 
que podría contribuir a disminuir la población de hongos patógenos (Kinsbursky y 
Weinhold, 1988). Sin embargo, es el incremento en la dosis de nitrógeno lo que 
aumenta de forma pequeña pero significativa la incidencia y severidad del añublo 
de la vaina de arroz. Lo anterior es por efecto indirecto, ya que se aumenta el área 
de tejido de contacto y el contenido de su humedad, lo cual favorece la acción del 
patógeno (Cooke et al., 2006; Slaton et al., 2003; Savary et al., 1995).  
También se menciona, que al localizarse el hongo en la base de la hoja bandera 
se presentan pérdidas en el cultivo hasta de 40% (Correa et al., 2001; Castaño-
Zapata y Del Río-Mendoza, 1994). En el caso de Colombia, la incidencia de la 
enfermedad aumentó en los años 90s registrándose pérdidas hasta de 40% 
(Guzmán, 1997). La enfermedad tomó importancia principalmente por la 
introducción de variedades de alto rendimiento, enanas, abundante 
macollamiento, periodo vegetativo corto, rápida respuesta al nitrógeno y altas 
densidades de siembra (Prado et al., 2001; Correa et al., 2001).  
Grupos anastomósicos del género-forma Rhizoctonia. Con respecto a la 
clasificación taxonómica de R. solani existen 14 grupos anastomósicos (AGs) que 
se nombran con número y van de AG-1 a AG-13 y AG-BI. El grupo AG-1 es 
además subdividido en 1A, 1B y 1C (Sneh et al., 1991; Carling et al., 2002). Los 
más estudiados son: AG 1 que causa pudrición de semillas, hipocotilos y tizones 
en órganos aéreos de la planta; AG 2 causa chancros en raíces; AG 3 es 
específico en papa y causa chancros en tallos, estolones y tubérculos y AG 4 que 
afecta una amplia gama de especies vegetales de importancia agrícola 
ocasionando pudrición de hipocotilos, semillas y lesiones en cuello de raíz (Agrios, 
2002). 
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Uno de los géneros teleomorfos de Rhizoctonia es Ceratobasidium, cuyos grupos 
anastomósicos se nombran con letras. Tanto para el género Rhizoctonia como 
para Ceratobasidium la clasificación se basa en anastomosis hifal, morfología de 
cultivos, número de núcleos, patogenicidad y homología de ADN (Sneh et al., 
1991; Carling et al., 2002). 
Patogenicidad y especificidad de R. solani. El grupo anastomósico AG-1 1A de 
R. solani causa las enfermedades conocidas como tizón foliar en soya y tizón o 
añublo de la vaina en arroz, y aunque taxonómicamente las poblaciones del 
patógeno se relacionan, se ha encontrado que son genéticamente distintas 
basándose en la región ITS del rADN. Estudios de patogenicidad mostraron que 
los aislamientos AG-1 1A de R. solani obtenidos de arroz y soya en Louisiana 
infectaron ambos hospederos, pero fueron significativamente más agresivos sobre 
el hospedero del cual se aisló originalmente, respuesta consistente con la 
especialización que presenta el patógeno sobre el  hospedero (Bernardes de Asis 
et al., 2008). 
Existe un complejo de enfermedades de la vaina del arroz, pero es difícil 
determinar su agente causal por síntomas, ya que se han encontrado tres 
patógenos: R. solani, R. oryzae y R. oryzae-sative. Para desarrollar pruebas 
rápidas de diagnóstico, en la India construyeron cebadores o primers específicos 
de la región ITS del rADN basados en PCR y lograron precisar la especie del 
patógeno que estaba causando realmente el problema en arroz (Johanson et al., 
1998). De nuevo en India, obtuvieron de la vaina del arroz 110 aislamientos de 
Rhizoctonia. 11 aislamientos fueron de R. oryzae-sative y 99 de R. solani, a su vez 
96 aislamientos correspondieron al AG-1A, uno a AG-1B y 2 a AG-1C. En la 
evaluación de patogenicidad sobre Oryza sativa cv. Zenith, R. solani AG-1A y AG-
1B fueron más virulentos que AG-1C y R. oryzae-sative. Un análisis de secuencias 
de la región ITS rADN mostró que la condición climática fue el factor dominante y 
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determinante en la estructura poblacional de R. solani AG-1A y el cultivar 
hospedero no tuvo un efecto significativo en los resultados (Taheri et al., 2007). 
Rhizoctonia binucleada patogénica. El número de núcleos en células de hifas 
jóvenes, es una característica de clasificación taxonómica para el género-forma 
Rhizoctonia y éste puede ser uni, bi y multinucleado (Sneh et al., 1991). Algunos 
aislamientos hipovirulentos o no patogénicos generalmente pertenecen a 
Rhizoctonia binucleada (BNR), y en su mayoría, han mostrado alta efectividad 
como agentes biocontroladores de patógenos del suelo (González et al., 2000; 
Sneh et al., 2004). También se ha demostrado, que un aislamiento de Rhizoctonia 
puede ser biocontrolador o patógeno según el hospedero con el cual interactúe 
(Burns y Benson, 2000). 
Varios trabajos de investigación evaluaron la patogenicidad de Rhizoctonia 
binucleada en diferentes hospederos y zonas geográficas. En China se obtuvieron 
20 aislamientos de Rhizoctonia binucleada patogénica (p-BNR) de raíces de soya, 
arveja y fríjol dehiscente que presentaron síntomas de pudrición en campo. Los 
resultados mostraron que los aislamientos pertenecían al grupo anastomósico AG-
A y BNR (Yang et al., 2005).  
En el estado de Missisippi, USA, en cultivos agrícolas y en césped se obtuvieron 
23 aislamientos de Rhizoctonia; de éstos 8 fueron BNR incluyendo R. cerealis, los 
cuales se utilizaron para realizar pruebas de patogenicidad en invernadero sobre 
maíz, trigo, algodón, soya y 5 variedades de césped. R. cerealis fue patogénico en 
maíz, siendo el primer reporte sobre este hospedero, mientras que la 
patogenicidad de los aislamientos de BNR varió entre hospederos. La virulencia 
de algunos aislamientos BNR se demostró cuando 2  de estos aislamientos fueron 
altamente patogénicos sobre trigo y patogénicos sobre algodón y maíz (Tomaso-
Peterson y Trevathan, 2007). En el trabajo de Martín et al. (1983) con césped 
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Festuca arundinacea se reportan 107 aislamientos identificados como R. solani, R. 
zeae y  Rhizoctonia spp. binucleada.  
En Italia a partir de raíces de plantas de fresa con pudrición negra, fueron 
colectados aislamientos de Rhizoctonia binucleada. Algunos de estos aislamientos 
causaron los mismos síntomas en fríjol, con menos frecuencia en crucíferas y 
cereales, que son los cultivos utilizados en esa región para hacer rotación en 
campo. Al comparar las secuencias de nucleótidos de estos aislamientos con 
secuencias de Rhizoctonia patogénica ya conocida en fresa, se encontró que se 
agruparon principalmente en AG A y AG G (Manici y Bonora, 2007). Resultados 
similares se obtuvieron en cultivos de fresa en Connecticut, USA, al aislar de 
raíces R. solani y con menos frecuencia BNR, de esta ultima los aislamientos se 
agruparon en AG A, AG G y AG I (Martín, 1988). Por el contrario, en la costa 
central de California USA, los aislamientos de Rhizoctonia recuperados de raíces 
de fresa fueron mayormente binucleados y pertenecieron también a AG A, AG G y 
AG I, siendo el más común AG A (Martín, 2000). 
En Israel también se obtuvieron aislamientos virulentos de Rhizoctonia spp. de 
fresa pertenecientes a los grupos anastomósicos: Rhizoctonia binucleada (BNR) 
AG A, AG G, AG K, AG F y Rhizoctonia multinucleada (MNR) AG-4 del subgrupo 
HG-I. En las pruebas de patogenicidad solo los aislamientos de AG K y AG F 
enfermaron plántulas de fresa, al igual que el único aislamiento de suelo 
correspondiente a (MNR) AG-4 del subgrupo HG-III (Sharon et al., 2007). 
En las provincias de la región occidental de Sudáfrica, Rhizoctonia spp. es un 
patógeno que afecta los cultivos utilizados para hacer rotación (canola, cebada, 
lupino, trigo, trébol y alfalfa). La población de Rhizoctonia binucleada fue: AG K 
(53%), AG A (10%), AG I (5%) y un grupo sin identificar (32%). En pruebas de 
patogenicidad el aislado AG K fue el único capaz de inducir enfermedad sobre los 
hospederos mencionados (Tewoldemedhin et al., 2006). 
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Plántulas de coliflor fueron afectadas por R. solani y Rhizoctonia binucleada 
mostrando diferentes niveles de severidad, lo cual se correlacionó con la velocidad 
de infección. Se encontró que los aislamientos más agresivos (R. solani AG 1-1B, 
AG 1-1C, AG 2-1, AG 2-2 IIIb y AG 4-HGII) presentaron una velocidad de infección 
más rápida, que los poco o no agresivos (R. solani AG-5, AG-3 y Rhizoctonia 
binucleada AG K) requiriendo estos últimos más tiempo para infectar. Todos los 
aislamientos evaluados fueron capaces de penetrar el hipocótilo de la coliflor 
(Pannecoucque y Höfte, 2009). 
En Turquía aislaron de raíces e hipocótilos de fríjol 111 R. solani y 116 
Rhizoctonia binucleada, estas últimas de los grupos anastomósicos AG A (1.7%), 
AG F (4.3%), AG G (7.8%) y AG K (86.2%). Los grupos AG A y AG K no fueron 
patogénicos en 5 cultivares de fríjol evaluados, mientras AG F y AG G si lo fueron 
(Eken y Demirci, 2004). 
Frisina y Benson (1987) en Carolina del Norte USA registraron síntomas de mustia 
hilachosa en plantas de azalea y otras ornamentales leñosas en vivero, donde los 
hongos aislados fueron identificados como Rhizoctonia solani y Rhizoctonia 
binucleada (Ceratobasidium). Estos últimos se identificaron: 2 aislamientos en el 
grupo anastomósico CAG 7, otros 2 en CAG 3 y otros 3 aislamientos no 
presentaron grupo anastomósico definido. Resultados similares se obtuvieron para 
ésta ornamental en los estados de la costa este de USA, donde los problemas por 
R. solani y Rhizoctonia binucleada se incrementaron en los meses de verano, 
cuando la temperatura y la HR en los sitios de crecimiento es mayor (Copes, 
2005). El grupo CAG 3 de Rhizoctonia binucleada también apareció como 
patógeno en plantas de soya y centeno en suelos con poca labranza en la Florida 
USA (Ploetz et al., 1985). 
El género-forma Rhizoctonia micorrízico en orquídeas. Existen trabajos que 
muestran la actividad micorrízica tanto de Rhizoctonia binucleada como 
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multinucleada en orquídeas. Rhizoctonia binucleada como micorrízico de 
orquídeas en su mayoría presenta el teleomorfo en Ceratobasidium, aunque es 
posible pero menos frecuente encontrar Rhizoctonia multinucleada con su 
teleomorfo en Thanatephorus (Carling et al., 1999). Estos autores obtuvieron de la 
orquídea Pterostylis acuminata 20 nuevos miembros del grupo anastomósico AG-
12 y 3 del AG-6, los cuales en las pruebas de patogenicidad causaron daño leve 
en plántulas de papa y cebada, daño moderado en lechuga y daño severo en 
coliflor y rábano.  
En otro trabajo con la orquídea ornamental y medicinal de Taiwan Anoectochilus 
formosanus utilizando identificación molecular de la región ITS rADN, se encontró 
como hongos micorrízicos Rhizoctonia binucleada identificada como R. callae, y 
Rhizoctonia multinucleada correspondiente a R. solani del grupo AG-6 (Chang et 
al., 2005). 
Aislamientos de Rhizoctonia binucleada endófita en raíces de plántulas en 
semillero de Pinus sylvestris y la orquídea Goodyera repens fueron caracterizados 
por morfología, grupos de anastomosis y análisis de ITS rADN. Encontraron 
asilamientos del género anamorfo Ceratorhiza y del teleomorfo Ceratobasidium 
cornigerum grupo anastomósico AG I. También, se identificó una alta variación 
intraespecífica dentro de C. cornigerum, que incluyó aislamientos capaces de 
establecer asociaciones mutualistas o patogénicas con la raíz de la orquídea 
donde esta mostró ser susceptible (Sen et al., 1999). 
La información científica sustenta el potencial biocontrolador de algunos 
aislamientos de Rhizoctonia binucleada no patogénica, sobre algunos hongos 
patógenos del suelo. Por lo cual, existe interés en conocer si Rhizoctonia 
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binucleada aislada de raíces de orquídeas también puede ejercer biocontrol de R. 
solani como patógeno del suelo. Sin embargo, antes surge la pregunta si 
Rhizoctonia binucleada de orquídeas (RBO) puede ser patogénico en un 
hospedero diferente a orquídea.  
En el presente estudio se planteó como hipótesis, que algunos aislamientos de 
RBO causan diferentes niveles de enfermedad en un hospedero distinto a 
orquídea, en este caso arroz. Aquellos aislamientos que resulten menos 
patogénicos podrían ser potencialmente biocontroladores de hongos patógenos 
del suelo como R. solani. Los objetivos propuestos fueron: 1) evaluar la 
patogenicidad de algunos aislamientos de Rhizoctonia binucleada, pertenecientes 
al género teleomorfo Ceratobasidium obtenidos de diferentes especies de 
orquídeas presentes en hábitats variados, utilizando hojas cosechadas y plantas 
vivas de arroz en condiciones controladas y 2) determinar el efecto de diferentes 
dosis de nitrógeno y condiciones de suelo sobre la actividad patogénica del 
género-forma Rhizoctonia. 
2.2  MATERIALES Y MÉTODOS 
Para diagnosticar la importancia de una enfermedad, hay que definir y 
estandarizar la metodología de evaluación. En agricultura los métodos directos 
tienen una amplia aplicación, por presentar una mejor correlación con las pérdidas 
en producción y porque se basan en los síntomas expresados por la planta. Los 
más utilizados son incidencia y/o severidad, los cuales se expresan 
preferiblemente en porcentaje, antes que en escalas dadas en grados, pues así se 
facilita su estandarización - se reconocen universalmente, tienen límites superiores 
e inferiores definidos (no así las escalas), se pueden transformar fácilmente para 
análisis epidemiológicos, entre otros (FAO, 1985) -. Se define como incidencia 
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presencia o ausencia de la enfermedad en el órgano seleccionado para evaluación 
y se calcula: % de incidencia= (N° de unidades enfermas/ unidades totales 
observadas) x 100. La severidad es el grado o nivel de la enfermedad en el 
órgano examinado, se calcula: % de severidad = área de tejido enfermo/área total 
observada) x 100 (FAO, 1985). 
2.2.1  Pruebas de patogenicidad in vitro de Rhizoctonia binucleada de 
orquídeas (RBO) sobre hojas cosechadas de arroz. 
Entre los meses de mayo y julio de 2009 se evaluó la patogenicidad in vitro de 
RBO sobre trozos de hojas cosechadas de arroz del cultivar Koshihikari (Kitazawa 
Seed Company, Oakland, CA USA) sembrado bajo condiciones de invernadero en 
el Dpto. de Biología de la Universidad de Puerto Rico, Recinto de Río Piedras. La 
variable de respuesta fue incidencia de la enfermedad expresada de 0 a 100% 
(FAO, 1985). 
Las unidades experimentales fueron cajas Petri con papel filtro estéril, que se 
humedeció cada 24 horas con 3 ml de agua destilada estéril para así generar 
humedad constante y la temperatura fue de 25°C, ambas condiciones ambientales 
requeridas para que Rhizoctonia cause infección (Ferrero y Nguyen, 2003; Correa 
et al., 2001) (Figura 5). En cada caja Petri se dispusieron 4 trozos de hojas de 
arroz de 7cm de longitud correspondientes a las hojas número 2, 3 y 4 
cosechadas en la planta de abajo hacia arriba con 40 días después de siembra 
(DDS), cuando el tejido foliar había alcanzado madurez fisiológica para observar el 
efecto patogénico del hongo. 
Los trozos de hojas se limpiaron con agua destilada estéril y se fijaron a la base de 
la caja Petri con cinta adhesiva por los extremos para evitar que se doblaran. 
Posteriormente, fueron inoculadas con micelio de hongos de cinco días de 
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crecidos en medio de Papa-Dextrosa-Agar (PDA), tomándolos con un sacabocado 
de 3 mm de diámetro. Cuarto días después de la inoculación (DDI) se evaluó la 
variable de respuesta incidencia de la enfermedad.  
Se evaluaron 16 tratamientos en total (Tabla 5), realizando  10 repeticiones por 
tratamiento. El experimento tuvo un diseño completamente al azar y los datos 
obtenidos fueron interpretados estadísticamente mediante un análisis de varianza 
ANOVA. El alto valor del coeficiente de variación (CV) sugirió la transformación de 
datos utilizando la formula √(X+0,5) (Gómez y Gómez, 1984). Posteriormente, se 
hizo una comparación de medias con la prueba de rango múltiple de Duncan a un 
nivel de confianza 95%, en el programa estadístico SAS (2002) (Anexo A). 
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a
b
Figura 5. Evaluación del porcentaje de incidencia de la 
enfermedad. a) plantas de arroz del cultivar Koshihikari,  b) 
inoculación in vitro de RBO y R. solani en hojas de arroz (Foto: Ana 
T. Mosquera-Espinosa, 2009). 
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Tabla 5. Tratamientos para evaluar patogenicidad in vitro de RBO y R. solani en 
trozos de hojas cosechadas de arroz. 
Tratamiento 1 Descripción 2 
T0 = Control absoluto Planta sin inóculo 
T1 = Control negativo Medio (PDA) 
T2 = RBO Q1M19 = Maxillaria 
T3 = RBO Q1M15 = Vanilla 
T4 = RBO Q1M13 = Notylia  
T5 = RBO Q3M17 1.2 = Trizeuxis 2 
T6 = RBO Q2M19 = Dichaea  
T7 = RBO Q1M16 1.1 = Epidendrum 1 
T8 = RBO Q1.1M14 = Habenaria 1 
T9 = R. Solani Patógeno de arroz 
(Tolima 2399-1orizyca 1) 
T10 = RBO Q2.2M14 = Cranichis 2 
T11 = RBO Q1M16 1.2 = Epidendrum 2 
T12 = R. solani AG3 RS1AP = patógeno de papa 
T13 = R. solani AG3 BS69 = patógeno de papa 
T14 = Tulasnella PB01 = micorrízico en orquídeas de Puerto Rico 
T15 = Ceratobasidium JTO160 = micorrízico en orquídeas de Puerto Rico 
 
1 RBO = Rhizoctonia binucleada de orquídeas (teleomorfo Ceratobasidium) 
obtenidas en la primera fase de estudio.  
 
2 Los nombres científicos corresponden a orquídeas de las cuales se obtuvo 
Rhizoctonia como endófito de raíces. 
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2.2.2  Pruebas de patogenicidad de Rhizoctonia binucleada de orquídeas 
(RBO) sobre plantas de arroz en invernadero.  
Entre los meses de enero y marzo de 2010 se evaluó la patogenicidad de RBO 
sobre plantas de arroz en los invernaderos del Programa de Patología de Arroz del 
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Palmira, Dpto. del Valle del 
Cauca, Colombia a 3º30’ latitud norte y 76º30’ longitud oeste, a una altura de 965 
m.s.n.m., temperatura promedio anual de 24º C y precipitación pluvial media anual 
de 1000 mm. La variable de respuesta fue severidad de la enfermedad expresada 
de 0 a 100% (Liu et al., 2009). El concepto de severidad se explicó anteriormente.  
Las unidades experimentales fueron materos plásticos con capacidad de 1500 g 
de suelo, en c/u se sembraron cinco plantas y se utilizaron tres materos por 
tratamiento. Se sembró la variedad Fedearroz 50 por ser el material más utilizado 
en las principales regiones arroceras de Colombia, además por su susceptibilidad 
a Rhizoctonia solani (Cuevas, 2005).  
Para evaluar el factor suelo, se determinó la condición pasteurizado y natural, 
generando contraste de condiciones microbiológicas para determinar su efecto 
sobre los aislamientos de Rhizoctonia inoculados (RBO y R. solani). Se determinó 
realizar pasteurización del suelo para no alterar sus características químicas 
naturales. Consistió en someter el suelo a vapor de agua con temperatura de 
80°C, 120 PSI, durante 4 horas. El suelo se colectó en la finca arrocera “La 
esperanza” vereda Quinamayó, municipio de Jamundí, sur del Dpto. del Valle del 
Cauca, Colombia. El análisis de las propiedades físico-químicas se realizó en el 
laboratorio de suelos del CIAT, donde implementan la metodología IGAC (2006) 
(Tabla 6). 
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Tabla 6. Métodos empleados para el análisis químico y físico del suelo. 
Determinación Método 
Textura Bouyoucos 
pH en agua Potenciométrico en relación suelo: agua 1:1 
CIC amonio Acetato de amonio 1N, pH 7.0 (Método IGAC) 
Bases intercambiables Cuantificación por espectrofotometría de absorción 
y emisión atómica 
C orgánico Digestión vía húmeda (Walkley- Black) 
P disponible en suelos Bray II modificado 
S disponible en suelo Extracción con monofosfato de Ca 0.008M y 
cuantificación turbidimétrica 
B disponible en suelo Extracción con agua caliente y cuantificación 
calorimétrica con azometina-H 
Fe, Mn, Co, Zn Extracción con DTPA y cuantificación por absorción 
atómica 
 
Para evaluar la patogenicidad de los aislamientos de Rhizoctonia (RBO y R. 
solani) con base al factor niveles de nitrógeno, se utilizaron tres dosis del elemento 
nutricional: 0, 150 y 250 kg de N /ha, usando como fuente sulfato de amonio (26% 
de N) (Cooke et al., 2006; Slaton et al., 2003; Reyes y Castilla, 2003; 
FEDEARROZ, 2000). 
Para el factor aislamientos, en laboratorio se reactivaron nueve RBO y un R. solani 
patógeno de arroz conservados por un año en papel filtro bajo la técnica de 
criopreservación (-20°C). El medio de cultivo utilizado para la reactivación e 
inoculación de los hongos fue salvado de arroz enriquecido (S.A+ = 800 ml de 
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agua destilada, 16 g  de agar, 25 g de salvado de arroz fresco y 5 g de sucrosa) 
(Aricapa y Correa, 2003).  
Para la inoculación se siguió la metodología Liu et al. (2009)  utilizando plantas de 
21 días después de la siembra (DDS), las cuales presentaran tres hojas 
verdaderas. Los hongos para la inoculación fueron de cinco días de crecimiento 
incubados a 27° C, tomándolos con sacabocado en porciones aproximadas de 3 
mm de diámetro con presencia solo de micelio. El inoculo se adhirió a nivel del 
cuello de raíz, simulando las condiciones naturales en las que se presenta el 
microorganismo como patógeno del suelo (Agrios, 2002). Una vez realizada la 
inoculación las plantas se confinaron en microcámaras, las cuales fueron botellas 
plásticas transparentes que generan condiciones cercanas a campo con respecto 
a Humedad Relativa (HR) de 100% y temperatura de 30C, para que el hongo 
cause infección en el hospedero. Los materos se colocaron en bandejas plásticas 
cubriéndolos hasta la mitad con agua, asegurando así humedad constante del 
suelo. El experimento se distribuyó en bloques y se ubicó en macrocámaras, las 
cuales presentaron un área de 60 m2, cortinas plásticas y humificadores, las 
condiciones ambientales se indujeron con el uso de microcámaras (Figura 6). 
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b
Figura 6. Evaluación del porcentaje de severidad de la enfermedad 
para determinar patogenicidad de RBO y R. solani. a) inoculación en 
cuello de raíz con RBO y R. solani, b) plantas dentro de 
microcámaras en bandejas con agua (Foto: Ana T. Mosquera-
Espinosa, 2010). 
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Diez días después de la inoculación (DDI) se evaluó el porcentaje de severidad de 
la enfermedad, usando como criterio porcentaje de área afectada de la planta con 
valores entre 0 a 100% de acuerdo a la metodología de Liu et al. (2009): “de abajo 
hacia arriba en la planta, un valor máximo de 30% de severidad fue asignado a la 
1ra hoja u hoja más vieja al estar afectada totalmente por la enfermedad; a cada 
una de las dos hojas siguientes, 2da y 3er hoja, fue asignado 25% igualmente si el 
total de su área fue afectada y un máximo de 20% para la afección total del tallo. 
La severidad total de la enfermedad en la planta fue estimada sumando las 
severidades asignadas a cada una de las hojas y al tallo, para un posible total de 
100%”.  
Se obtuvieron 72 tratamientos a partir de: 2 condiciones de suelo x 3 dosis de N x 
12 inóculos (Tabla 7). El experimento tuvo una estructura factorial, con cinco 
plantas por matero, tres repeticiones y un arreglo en bloques completos al azar. 
Se realizaron dos replicas del experimento con intervalo de dos semanas entre 
montaje, los datos se interpretaron estadísticamente en conjunto y se les realizó 
análisis de varianza (ANOVA) mostrando valores correspondientes al promedio del 
porcentaje de severidad por tratamiento. El alto valor del coeficiente de variación 
(CV) sugirió la transformación de datos utilizando la formula √(X+0,5) (Gómez y 
Gomez, 1984). Posteriormente, se realizó comparación de medias utilizando la 
prueba de rango múltiple de Duncan, con un nivel de confianza 95%, en el 
programa estadístico SAS (2002) (Anexo B). 
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Tabla 7. Tratamientos generados para evaluar la patogenicidad de RBO y R. 
solani en plantas de arroz en invernadero bajo dos condiciones de suelo y tres 
niveles de nitrógeno. 
 
Factor 
 
Nivel / Categoría1 
 
Descripción 2 
 
Suelo 
 
Pasteurizado  
 
80 °C, 120 PSI, 4 horas 
 Natural Sin tratar 
Dosis de nitrógeno 0 kg/ha Ningún fertilizante 
 150 kg/ha Sulfato de amonio 
 250 kg/ha Sulfato de amonio 
Aislamientos del 
género- forma Rhizoctonia 
1RBO Q2M19 = Dichaea 
 2RBO Q1M19 = Maxillaria 
 3RBO Q3M17 1.2 = Trizeuxis 2 
 4RBO Q1M16 1.2 = Epidendrum 2 
 5RBO Q1M16 1.1 = Epidendrum 1 
 6RBO Q2.2M14 = Cranichis 2 
 7RBO Q1.1M14 = Habenaria 1 
 8RBO Q1M13 = Notylia 
 9RBO Q1M15 = Vanilla 
 R. solani Patógeno de arroz 
(Tolima 2399-1orizyca 1) 
 Control negativo Medio (S.A+) 
 Control absoluto La planta sin inóculo 
 
1 RBO = Rhizoctonia binucleada de orquídeas (teleomorfo Ceratobasidium) y 
provienen de los resultados del capítulo 1. 2 los nombres científicos corresponden 
a orquídeas de las cuales se obtuvo Rhizoctonia como endófito de raíces. 
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2.3  RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
2.3.1  Pruebas de patogenicidad in vitro de Rhizoctonia binucleada de 
orquídeas (RBO) sobre hojas cosechadas de arroz. 
El porcentaje de incidencia de la enfermedad fue significativamente diferente entre 
R. solani y RBO (P≤0.05) (Anexo A), donde el valor más alto lo presentó R. solani 
con 85%. Entre los aislamientos de RBO no hubo diferencia significativa en el 
porcentaje de incidencia, sin embargo el rango de valores estuvo entre 35% y 
2.5% (Tabla 8, Figura 7, Anexo C).  
Los aislamientos de RBO con sus teleomorfos en Ceratobasidium causaron 
síntomas leves en hojas cosechadas de arroz, comparados con los síntomas 
causados por el aislamiento patogénico de R. solani. Las diferencias en incidencia 
entre los aislamientos de RBO no fueron estadísticamente significativas (Figura 7 
y 8), pero biológicamente sí, ya que la planta puede sufrir alteración fisiológica 
detrimental principalmente por tratarse de Rhizoctonia en arroz (Agrios, 2002; 
Matsuura, 1986).  
De acuerdo con los resultados obtenidos, existe diferencia en el porcentaje de 
incidencia entre aislamientos de Rhizoctonia (RBO y R. solani), lo cual se 
relaciona con su capacidad patogénica. Aislamientos de R. solani y Rhizoctonia 
binucleada muestran diferentes niveles de patogenicidad, donde Rhizoctonia 
binucleada requiere más tiempo para penetrar el tejido e inducir síntomas en el 
hospedero (Pannecoucque y Höfte, 2009). Por lo tanto, es importante diferenciar 
el tipo de Rhizoctonia que causa el daño e identificarlo con precisión utilizando 
nomenclatura en letras o números según el grupo anastomósico al cual 
pertenezca (Sneh et al., 1991; Carling et al., 2002).  
70 
 
Tabla 8. Efecto patogénico del género-forma Rhizoctonia en hojas cosechadas in 
vitro y plantas vivas de arroz en invernadero.  
 
Tratamiento 
 
Porcentaje de 
Incidencia 1,3 
 
Tratamiento 
 
Porcentaje de 
Severidad  2,3 
 
R. solani 
 
85 a 
 
R. solani 
 
34.5 a 
Q2M19 35 b Q1.1M14 1.4 b 
Q1M16 1.1 27.5 b Q2.2M14 0.7 bc 
JTO160 25 bc Q1M15 0.5 bcd 
Q3M17 1.2 25.2 bc Q1M16 1.1 0.5 cde 
BS69 20 bc Q2M19 0.5 cde 
Q2.2M14 20 bc Q3M17 1.2 0.4 cde 
PB01 17.5 bc Q1M16 1.2 0.3 de 
Q1M19 17.5 bc Q1M13 0.3 de 
Q1M16 1.2 12.5 bc Q1M19 0.3 de 
Q1M15 12.5 bc Médio S.A+ 0.2 e 
Q1M13 7.5 bc C. Absoluto 0.2 e 
Q1.1M14 10.0 bc   
RS1AP 2.5 bc   
Medio PDA 0 c   
C. Absoluto 0 c   
1 Los porcentajes de incidencia de la enfermedad corresponden a la media del 
promedio de 40 observaciones/tratamiento. 
2 Los porcentajes de severidad de la enfermedad corresponden a la media del 
promedio de 180 observaciones/tratamiento. 
3 los valores seguidos de la misma letra en la columna no son significativamente 
diferentes (P≤0.05) según la prueba de Duncan.  
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Figura 7. Porcentajes de incidencia de la enfermedad causados por RBO y R. 
solani en hojas de arroz in vitro. Las barras con la misma letra no son 
significativamente diferentes (P≤0.05) según la prueba de Duncan.  Las líneas 
verticales muestran la desviación estándar.  
 
Figura 8. Diferencias entre síntomas causados por R. solani y RBO en hojas de 
arroz en prueba de patogenicidad in vitro. a) R. solani, b) Q1M161.1, c) 
Q2M19, d) Q1M15, e) Q1M13 y f) Q1.1M14. (Foto: Ana T. Mosquera-Espinosa, 
2009). 
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La incidencia más baja fue de 2.5% y la presentó RS1AP correspondiente a un 
aislamiento de R. solani AG 3 patógeno en papa. Los valores que le siguieron 
fueron de 7.5%, 10% y 12.5% de los aislamientos de RBO de Colombia Q1M13, 
Q1.1M14, Q1M161.2 y Q1M15 respectivamente. También fueron aislamientos de 
RBO de Colombia los que presentaron valores de incidencia altos, Q2M19 con 
35% y Q1M16 1.1 con 27.5% (Tabla 5 y 8, Figura 7). 
La respuesta de patogenicidad de R. solani al presentar el porcentaje de 
incidencia más alto, comparada con los aislamientos de RBO y RS1AP con 
porcentajes de incidencia más bajos, posiblemente estuvo relacionado con la 
especialización que presenta Rhizoctonia como patógeno sobre el hospedero del 
cual se aísla originalmente (Bernardes de Asis et al., 2008; Agrios, 2002). 
También, se han reportado aislamientos de Rhizoctonia hipovirulentos con posible 
acción biocontroladora sobre patógenos, que al inocularlos de forma individual en 
la planta pueden causar síntomas de enfermedad (Burns y Benson, 2000). 
 
2.3.2  Pruebas de patogenicidad de Rhizoctonia binucleada de orquídeas 
(RBO) sobre plantas vivas de arroz en invernadero. 
El ANOVA señaló diferencia significativa para los factores aislamientos de 
Rhizoctonia y niveles de nitrógeno, no así para el factor suelo. También hubo 
diferencia estadística para las interacciones suelo x aislamiento, dosis x 
aislamiento y suelo x dosis x aislamiento, mostrando la influencia del factor 
aislamientos en los resultados obtenidos (P≤0.05) (Anexo B). 
 
 
73 
 
2.3.2.1  Factor aislamientos del género-forma Rhizoctonia.  
En el ensayo de patogenicidad al evaluar porcentaje de severidad en plantas de 
arroz, R. solani fue significativamente más patogénico que los aislamientos de 
RBO presentando 34.5%. La diferencia de patogenicidad entre la mayoría de los 
aislamientos de RBO no fue significativa (P≤0.05) (Tabla 8, Figura 9, Anexo C).  
 
Aunque los aislamientos de RBO causaron síntomas en las plantas de arroz los 
porcentajes de severidad de la enfermedad en general fueron bajos y estuvieron 
muy por debajo del registrado por R. solani, observándose un marcado contraste 
(Figura 9 y 10). Igualmente, R. solani fue el aislamiento que presentó mayor 
porcentaje de severidad, sin embargo no alcanzó 40% que es el nivel crítico donde 
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Figura 9. Porcentajes de severidad de la enfermedad causados por RBO y R. solani 
en plantas vivas de arroz. Las barras con la misma letra no son significativamente 
diferentes (P≤0.05) según la prueba de Duncan. Las líneas verticales muestran la 
desviación estándar. 
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el cultivo en condiciones de campo puede presentar pérdidas de importancia 
económica (Liu et al., 2009). 
 
Es posible que la patogenicidad mostrada por los aislamientos de RBO estuviera 
relacionada con varios factores. El hospedero con el cual interactuaron, que en 
este caso fue arroz (Burns y Benson, 2000). Algunos aislamientos de Rhizoctonia 
binucleada endófitos de raíz son capaces de establecer asociaciones mutualistas 
o patogénicas dependiendo de la susceptibilidad de la planta hospedera (Sen et 
al., 1999). También, se debe tener en cuenta la salud del hospedero y las 
condiciones ambientales presentes en el momento de la evaluación (Bayman y 
Otero, 2006).  
Figura 10. Diferencias entre síntomas causados por RBO y R. solani en plantas 
de arroz en invernadero. a) R. solani, b) Q2.2M14, c) Q1.1M14, d) Q1M15,           
e) Q1M19 y f) Q1M161.2 (Foto: Ana T. Mosquera-Espinosa, 2010). 
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Posiblemente otro factor que influyo en los resultados fueron las diversas formas 
de acción que presenta el género-forma Rhizoctonia. Se ha encontrado 
Rhizoctonia binucleada patogénica (p-BNR) en hospederos de importancia 
económica tales como leguminosas (Yang et al., 2005; Eken y Demirci, 2004; 
Ploetz et al., 1985), fresa (Sharon et al., 2007; Manici y Bonora, 2007; Martín, 
2000; Martín, 1988), coliflor (Pannecoucque y Höfte, 2009), césped (Tomaso-
Peterson y Trevathan, 2007; Martín et al., 1983), azalea (Copes, 2005; Frisina y 
Benson, 1987), y en suelo (Tewoldemedhin et al., 2006). Se reporta Rhizoctonia 
binucleada no patogénica (np-R) mayormente aislada de suelo con actividad 
biocontroladora de patógenos (Sneh et al., 2004; González et al., 2000; Rubio et 
al., 2000; Ichielevich-Auster et al., 1985). Igualmente, existe Rhizoctonia 
binucleada con su teleomorfo en Ceratobasidium como micorrízico en orquídeas 
(Otero et al., 2002, 2007). Se conformaron grupos entre los aislamientos RBO de 
acuerdo a los porcentajes de severidad, que en general fueron bajos. Dichos 
porcentajes de severidad correspondieron a la media del promedio de las 
observaciones por tratamiento, por lo cual se registraron valores por planta entre 
0.5% a 5%. El síntoma se observó como una lesion necrótica alargada u ovalada 
que no sobrepaso los 5mm de diámetro (Figura 11). Aun así, los mayores valores 
correspondieron a Q1.1M14 y Q2.2M14 con 1.4% y 0.7%, respectivamente. Los 
menos patogénicos y considerados con posible potencial biocontrolador sobre 
sobre R. solani por sus bajos porcentajes de severidad fueron Q1M16 1.2, Q1M13 
y Q1M19, todos con 0.3% (Tabla 7 y 8, Figura 10). 
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Teniendo en cuenta que los aislamientos evaluados correspondieron a hongos 
endófitos de raíces de orquídeas sobre un hospedero diferente como arroz y que 
estos hongos poseen la capacidad de comportase como simbionte o patógeno 
dependiendo de las condiciones ambientales y salud del hospedero, es posible 
que dichos factores influyeran en la expresión patogénica de RBO (Bayman y 
Otero, 2006; Bayman et al., 1997). 
a b c
d e f
Figura 11. Porcentaje de severidad causado por aislamientos de RBO. a) 0.5%,      
b) 1%, c) 2%, d) 3%, e) 4% y  f) 5% (Foto: Ana T. Mosquera-Espinosa, 2010). 
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Al analizar en conjunto los resultados de porcentaje de incidencia y porcentaje de 
severidad de los aislamientos de RBO, en ambas pruebas Q1M13 y Q1M16 1.2 
presentaron los valores más bajos (Tabla 8, Figura 7 y 9). Por lo cual, este par de 
aislamientos se consideraron consistentes en su comportamiento y con potencial 
para pruebas de biocontrol sobre hongos patógenos, enfatizando en R. solani 
patógeno de arroz. Según Sneh et al. (2004) aislamientos de Rhizoctonia 
hipovirulentos pueden inducir síntomas de enfermedad en el hospedero, los cuales 
deben medirse desde el nivel más bajo hasta el más severo e interpretarlos como 
indicadores de resistencia sistémica inducida en la planta.  
Con relación a la identificación molecular de los aislamientos de RBO, Q1M13 y 
Q1M16 1.2 correspondieron a los Ceratobasidium de la orquídea epífita Notylia sp. 
y litofítica Epidendrum 2, respectivamente (Tabla 2). Filogenéticamente, según el 
análisis de Máxima Parsimonia (MP) Q1M13 perteneció al clado de los “epifitos” y 
Q1M16 1.2 al clado de los “terrestres” (Figura 3). 
Estos resultados nuevamente se relacionaron con la variada actividad que 
presenta el género-forma Rhizoctonia, tal como lo menciona Agrios (2002). Como 
también, a la interacción de factores cuyos resultados dependen del 
microorganismo-hospedero-ambiente (Bayman y Otero, 2006). Contrario puede 
ocurrir con microorganismos más específicos en su actividad, como en el caso de 
R. solani AG-1A patógeno de arroz, este hongo puede estar mayormente 
influenciado por la región geográfica que por el hospedero  (Taheri et al., 2007). 
2.3.2.2  Factor niveles de nitrógeno.  
También se presentó diferencia estadística al evaluar tres dosis de nitrógeno 
(P≤0.05) (Anexo B). El mayor valor de porcentaje de severidad se presentó con 
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250 kg de N/ha y no hubo diferencia significativa entre las dosis de 150 y 0 kg de 
N /ha (Tabla 9, Anexo D). Estos resultados permitieron corroborar que dentro de 
las condiciones físico-químicas del suelo, son los altos niveles de nitrógeno los 
que más afectan el aumento en la incidencia y severidad de R. solani como 
patógeno, no sólo en el cultivo del arroz sino en otros cultivos de importancia 
económica (Cooke et al., 2006; Slaton et al., 2003; Savary et al., 1995). La 
tendencia del productor de arroz es aumentar la dosis de nitrógeno buscando 
respuesta fisiológica de la planta representada en mayor área foliar y tejido verde, 
condición que predispone al hospedero a la acción patogénica de R. solani (Reyes 
y Castilla, 2003; FEDEARROZ, 2000). 
Tabla 9. Efecto de dosis de nitrógeno en la patogenicidad del género-forma 
Rhizoctonia sobre plantas vivas de arroz en invernadero. 
Dosis de nitrógeno 
Porcentaje de severidad de la 
enfermedad 1,2 
 
250 kg N /ha 
 
3.8 a 
150 kg N /ha 3.3 b 
0 kg N /ha 2.9 b 
1Los porcentajes de severidad de la enfermedad corresponden a la media de los 
promedios combinando tratamientos. 
 2 Los valores seguidos de la misma letra en la columna no son significativamente 
diferentes (P≤0.05) según la prueba de Duncan.  
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2.3.2.3  Factor suelo.  
Según el ANOVA la condición de suelo pasteurizado y suelo natural no presentó 
diferencia estadística (P≤0.05) (Anexo B). Sin embargo, a partir de los resultados 
físico-químicos del análisis de suelos se realizó la interpretación basada en los 
estándares generales que se cita en la literatura, tanto para el suelo como para el 
cultivo del arroz (Tabla 10) (SCCS, 2010; Guerrero, 1991; IGAC, 1982, 2004) 
(Mosquera, 20101) 
Tradicionalmente los suelos del Valle del Cauca se consideran con alta fertilidad, 
sin embargo, estas características varían de una región a otra y dentro de una 
misma región, por lo cual hay que recurrir al análisis de suelos. Los suelos de 
Jamundí pertenecen al orden vertisoles (unidad Santander de Quilichao) con 
textura generalmente arcillosa o arcillolimosa, condición favorable para la siembra 
de arroz. En este estudio el suelo presentó textura arcillolimosa (Jaramillo et al., 
2003; Guerrero, 1991; IGAC, 1982). 
 
 
 
                                            
1
 Mosquera, Octavio. 2010. Asesoria. Director Laboratorio de análisis de Suelos, CIAT. 
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Tabla 10. Análisis físico-químico del suelo utilizado para la investigación.Vereda 
Quinamayó, Municipio de Jamundí, Departamento del Valle del Cauca. Colombia. 
Descripción Valores estándar 
para el cultivo  
del arroz 
Valores obtenidos 
de la muestra 
Enero/2010 
pH (Un) 5.5 – 7 6.24 
MO (g/kg) 20 – 30 34.77 
P-BrayII (mg/kg) 5 – 20 8.36 
K (cmol/kg) 0.2 - 0.4 0.34 
Ca (cmol/kg) 2 – 3 9.63 
Mg (cmol/kg) 1 - 1.5 5.07 
Na (cmol/kg) ≤ 10 0.17 
CIC (cmol/kg) 15 – 20 19.25 
S (mg/kg) 6 – 12 45.45 
B (mg/kg) 0.2 - 0.3 0.80 
Fe (mg/kg) 15 – 30 118.63 
Mn (mg/kg) 3 – 7 149.59 
Cu (mg/kg) 1 – 4 5.69 
Zn (mg/kg) 2 – 4 3.65 
Textura (Tex) Franco-
Francoarcilloso 
Arcillolimoso 
  Arena 8.92% 
  Limo 48.49% 
  Arcilla 42.59% 
Con relación a las características química, el pH fue neutro y estuvo dentro del 
rango estimado  para el cultivo del arroz. La M.O estuvo dentro del valor normal 
según la zona, hubo un ligero incremento sobre el límite superior, probablemente 
debido a la incorporación de residuos de cosecha del cultivo anterior que fue maíz 
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(Gómez-Carabalí, 20102). El P se presentó bajo comparado con los 
requerimientos del cultivo, por lo cual se pueden presentar problemas. 
El K estuvo en el rango y muy cercano al límite superior, sin embargo, por ser un 
elemento altamente requerido por el arroz a nivel fisiológico y de resistencia y/o 
tolerancia a patógenos, se consideraron problemas potenciales. Los valores 
individuales de Ca y Mg fueron altos, condición que no se esperaba para este tipo 
de suelo, lo cual indicó que realizaron encalamiento donde no sólo favoreció la 
relación (2:1) entre estos dos elementos, sino que se manejó el Al y posiblemente 
fue la razón para no encontrarlo en el análisis. El Na estuvo bajo lo cual se 
consideró bueno, este elemento es problema cuando supera 10 cmol/kg. La CIC 
se encontró a niveles normales y se analizó a partir de la suma de cationes, los 
cuales aportaron 15.4 cmol/kg, los otros 3.85 cmol/kg para completar el total de 
19.25 cmol/kg debieron prevenir de la M.O. 
El S estuvo por encima del rango, sin embargo, no se consideró problema y 
posiblemente fue producto de la acumulación de fertilizantes utilizados para el 
suministro de N, como sulfato de amonio. En el caso del B, igualmente se 
presentó alto pero no se considero problema para el arroz. Los valores de Fe y Mn 
fueron demasiado altos, pero entre ellos mostraron balance con relación cercana a 
1:1, además en un pH neutro y en condiciones reducidas por efecto de la 
inundación no se potencializan como problema. Similar ocurrió en la relación Fe 
vs. P, posiblemente no hubo antagonismo porque favoreció el pH neutro (es 
problema con pH bajo), el encalamiento y la baja o ninguna presencia de Al. El Cu 
                                            
2
 Gómez-Carabalí, Arnulfo. 2010. Información personal. Ingeniero Agrónomo, Ph.D. 
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se presentó un poco alto igual que los otros elementos menores, por lo cual no se 
consideró como problema. Aunque el Zn estuvo en el rango fue bajo, teniendo en 
cuenta los altos valores de Fe y Mn, como también la alta exigencia del arroz por 
este elemento nutricional. 
En estas pruebas de patogenicidad no se fertilizó según los requerimientos del 
arroz, el único elemento nutricional suministrado fue nitrógeno, para así lograr 
evaluar su relación con el género-forma Rhizoctonia como patógeno del suelo. Sin 
embargo, la exigencia del arroz por K y Zn está relacionada con resistencia de la 
planta al volcamiento y/o ataque de patógenos del suelo como R. solani 
(Marschner, 1995; Guerrero, 1991).  
Según el análisis químico del suelo utilizado, estos dos elementos estuvieron 
ligeramente bajos, lo cual pudo influir en la predisposición de la planta al ataque 
principalmente de R. solani. También se consideró, que dentro de los elementos 
para analizar debió estar el Si, ya que este se acumula en las células epidermales 
de las gramíneas, principalmente arroz, conformando una barrera física para evitar 
penetración de las hifas de hongos patógenos (Marschner, 1995). 
Se evaluó la patogenicidad de aislamientos de Rhizoctonia binucleada de 
orquídeas (RBO) sobre arroz, teniendo como variable de respuesta porcentaje de 
incidencia de la enfermedad sobre hojas cosechadas in vitro y porcentaje de 
severidad de la enfermedad en plantas vivas en invernadero. En ambas pruebas, 
los aislamientos indujeron síntomas característicos del añublo o tizón del arroz. 
Sin embargo, sus niveles de patogenicidad siempre estuvieron por debajo de los 
causados por un aislamiento de R. solani de arroz utilizado como control positivo, 
el cual resultó significativamente más patogénico. No hubo diferencia significativa 
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en porcentajes de incidencia entre 13 aislamientos evaluados de Rhizoctonia 
binucleada (BNR). En general los porcentajes de severidad causados por 9 
aislamientos de RBO fueron bajos, con un rango entre 1.4% y 0.3%. Entre algunos 
de estos aislamientos hubo diferencia significativa, lo cual permitió escoger los dos 
menos patogénicos. El Ceratobasidium Q1M13 (aislado de la orquídea epífita 
Notylia) y el Ceratobasidium Q1M16 1.2 (aislado de la orquídea litofítica 
Epidendrum 2), considerados con potencial biocontrolador sobre R. solani, 
además de presentar menor porcentaje de incidencia. Igualmente, se pudo 
corroborar que altos niveles de nitrógeno aumentaron de forma pequeña pero 
significativa los porcentajes de incidencia y severidad de añublo en arroz causada 
por el género-forma Rhizoctonia. Otra condición química que pudo influir en la 
patogenicidad de Rhizoctonia fueron los bajos niveles de K y Zn en el suelo 
utilizado, ya que estos dos elementos se relacionan con la resistencia del arroz a 
patógenos del suelo. Por el contrario, no hubo diferencia significativa entre suelo 
pasteurizado y natural al evaluar porcentaje de severidad de la enfermedad 
combinando estadísticamente tratamientos. Los resultados se asociaron con 
mecanismos de respuesta de la planta de arroz ante el biocontrol que ejercieron 
aislamientos de RBO sobre R. solani patógenos del suelo en este cultivo. 
Igualmente, los síntomas causados por RBO en un hospedero diferente a 
orquídea, en este caso de estudio arroz, son potencialmente importantes para  
entender la biología de orquídeas. 
2.4  CONCLUSIONES 
13 aislamientos de Rhizoctonia binucleada (BNR) evaluados en la prueba de 
incidencia y 9 aislamientos de Rhizoctonia binucleada de orquídeas (RBO) 
evaluados en la prueba de severidad, indujeron síntomas característicos de añublo 
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o tizón en arroz. Sin embargo, en ambas avaluaciones sus porcentajes estuvieron 
por debajo de los causados por el aislamiento de R. solani patogénico en arroz. 
Los Ceratobasidium de la orquídea epífita Notylia (Q1M13) y litofítica Epidendrum 
2 (Q1M16 1.2), presentaron los más bajos porcentajes de incidencia y severidad 
de la enfermedad. Por lo cual, se consideraron con posible potencial 
biocontrolador sobre R. solani patógeno en arroz.  
Al combinar el ANOVA tratamientos, mostró la influencia que tiene el nitrógeno en 
la expresión patogénica del género-forma Rhizoctonia en arroz. El aumento en la 
dosis de nitrógeno, incrementó de forma significativa la severidad de los síntomas 
causados por el hongo. 
Los bajos niveles naturales de K y Zn en el suelo utilizado pudieron influir en la 
respuesta de la planta ante el ataque del hongo. Estos dos elementos se 
relacionan con la resistencia del arroz a patógenos del suelo como R. solani. 
No hubo diferencia significativa en la condición de suelo pasteurizado vs. natural 
combinando estadísticamente tratamientos, para evaluar patogenicidad del 
género-forma Rhizoctonia con base a porcentaje de severidad 
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3.  BIOCONTROL DE Rhizoctonia solani PATÓGENO EN ARROZ POR 
Rhizoctonia BINUCLEDA (Teleomorfo Ceratobasidium) DE ORQUÍDEAS 
3.1  REVISION DE LITERATURA 
La diversidad microbiológica asociada a la rizosfera de las plantas contribuye a su 
protección. Como también, esta puede modificar la comunidad biótica de su 
hospedero y además relacionarse en redes tróficas, lo cual en parte determina el 
éxito ecológico de la planta. Se entiende entonces por éxito ecológico, a la 
capacidad de un organismo de generar estrategias adaptativas que le permitan su   
sobrevivencia (supervivencia y reproducción en un ambiente particular = fitness) 
(Selosse, 2004).  
En la actualidad, es necesario identificar y hacer uso de nuevos agentes de 
biocontrol para integrarlos a nivel de campo en los sistemas de producción 
agrícola. Diferentes estudios han reconocido aislamientos de Rhizoctonia 
binucleada no patogénicos e hipovirulentos, como efectivos en el biocontrol de 
patógenos del suelo entre los cuales están Rhizoctonia spp., Fusarium spp., 
Phytophthora spp. y Pythium spp. El  mecanismo de acción que se propone se 
relaciona con resistencia sistémica inducida, pues no se ha encontrado 
micoparasitismo o antibiosis entre estos hongos (Herr, 1995; Sneh, 1998; 
González et al., 2000; Sneh et al., 2004). 
Efecto biocontrolador de Rhizoctonia solani hipovirulento o no patogénico. En 
parcelas experimentales con tubérculos de papa como semilla, se evalúo el 
biocontrol de R. solani hipovirulentos (Rhs 1A1) sobre un aislamiento de R. solani 
virulento (Rhs 27) del grupo anastomósico AG-3. Al inocular al tiempo ambos 
aislamientos, el área enferma del tallo fue significativamente menor en 56% que al 
inocular solo el patógeno, donde también se observó reducción a la mitad del 
número de estolones. Por el contario, cuando se inoculó solo Rhs 1A1 las plantas 
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mostraron significativamente mayor crecimiento, 4 veces el peso seco de 
estolones, 1.7 veces más peso seco en tallos y alcanzó la floración una semana 
antes que el control absoluto. Además, cuando se usó inóculo patogénico 
diferente a Rhs 1A1 (esclerocios de R. solani nativo), no logró reducir 
significativamente la severidad de la enfermedad, pero se estimuló el crecimiento 
de la planta (Bandy y Tavantzis, 1989). 
Para determinar la condición nucleada de 55 aislamientos de Rhizoctonia y 
Ceratobasidium se realizó tinción celular. Los resultados mostraron a Rhizoctonia 
no patogénica (np-R) descritas como R. solani multinucleada AG-4 con una alta 
posibilidad de biocontrol, cuando la literatura generalmente la menciona como 
patógeno (Rubio et al., 2000). En un estudio similar, en suelos de Israel se 
obtuvieron cerca de 107 aislamientos de Rhizoctonia spp., 32 fueron no 
patogénicos en hospederos. Un aislamiento se identificó como R. solani AG-4 no 
patogénico (np-R), el cual suprimió damping-off en plántulas de algodón, rábano y 
cebada causado por aislamientos virulentos de R. solani y R. zeae  (Ichielevich-
Auster et al., 1985).  
En 95 muestras de suelo de diferentes campos en USA se obtuvieron alrededor de 
153 aislamientos de Rhizoctonia spp., 42 aislamientos fueron hipovirulentos o no 
patogénicos (np-R) sobre repollo in vitro. Al inocular primero el biocontrolador y 
después el patógeno, de los 42 aislamientos hipovirulentos, 14 protegieron contra 
R. solani más del 60% de las plántulas de repollo y los mejores protegieron 
plántulas de pepino entre el 73-95%. Los aislamientos de np-R no se pudieron 
recuperar, indicando que no estuvieron en contacto con el hospedero. Sin 
embargo, los niveles de protección indicaron biocontrol por resistencia sistémica 
inducida (Sneh e Ichielevich-Auster, 1998). 
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En Nueva Zelanda de suelo se obtuvieron 206 aislados de Rhizoctonia spp., 92 
fueron hipovirulentos (36 avirulentos y 56 poco virulentos) y 13 de ellos 
protegieron plántulas de rábano en más del 50% contra damping-off causado por 
R. solani. En un segundo ensayo, solo 3 proporcionaron más de 50% de 
protección y al final solo 2 de estos protegieron constantemente las plántulas de 
rábano en un 70% (Sneh et al., 2004). Según estos autores, en pruebas de 
patogenicidad para seleccionar aislamientos de Rhizoctonia con potencial 
biocontrolador, los síntomas expresados en la planta se deben medir desde el 
nivel más bajo hasta el más severo, e interpretarlos como un indicador de 
resistencia sistémica inducida. 
Efecto biocontrolador de Rhizoctonia binucleada no patogénica (np-BNR) o 
hipovirulenta. En fríjol común, al inocular en hiopocotilos 48 horas antes np-BNR  
indujo resistencia sistémica, y también protegió raíces y cotiledones contra los 
patógenos R. solani y Colletotrichum lindemuthianum. Las plántulas tratadas 
presentaron menos lesiones necróticas y redujeron la severidad al comparar los 
testigos. También hubo cambios significativos en el incremento de peroxidasa, 1,3 
ß-glucanasa y quitinasa, donde los dos primeros compuestos estuvieron 
positivamente correlacionados con resistencia inducida (Xue et al., 1998). 
Plántulas de algodón pretratadas con aislamientos de np-BNR obtenidos de raíces 
y enfermedades foliares del mismo hospedero, fueron evaluadas contra 
aislamientos virulentos de R. solani AG-4 causando damping-off y Alternaria 
macrospora causando manchas foliares. Los resultados proporcionaron evidencia 
de resistencia sistémica inducida en la planta y la reducción de la severidad de la 
enfermedad a niveles significativos (Jabaji-Hare y Neate, 2005).  
Algunos aislamientos de np-BNR son efectivos biocontroladores contra la 
pudrición de raíces y damping-off en plántulas causado por R. solani. La 
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inoculación de semillas de fríjol (Phaseolus vulgaris) con np-BNR redujo los 
síntomas de la enfermedad en plántulas y a nivel molecular se realizó el análisis 
de la expresión de 3 genes asociados a la defensa. Los resultados revelaron que 
seguida de la infección se activan todos los genes de transcripción asociados a la 
defensa de la planta, con un rango de 7 a 40 veces mayor que el control, lo cual 
depende del gen de defensa y el tejido analizado. Las plántulas tratadas con np-
BNR + R. solani tuvieron expresión similar a las tratadas solo con R. solani, pero 
los niveles de infección fueron significativamente menores en las primeras (Wen et 
al., 2005). 
Muslim et al. (2003a, b, c) hacen el primer registro de control para enfermedades 
causadas por Fusarium en espinaca y tomate (Fusarium oxysporum f. sp. 
spinaciae y Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici respectivamente) con 4 
aislamientos de Rhizoctonia binucleada hipovirulenta (HBNR). Concluyeron que el 
éxito del biocontrol con HBNR depende del potencial del aislamiento y de la 
inoculación previa al patógeno para asegurar su colonización y establecimiento. 
Una nueva especie de Rhizoctonia binucleada (BNR) Ceratobasidium albasitensis 
fue aislada en España, y se evaluó sobre varios patógenos como Alternaria, 
Fusarium, Penicillium, Acremonium y Rhizoctonia solani. Los hospederos fueron 
plantas de trigo, alfalfa, rábano, zanahoria, tomate, centeno, cebolla, ajo y pino. 
Los resultados demostraron que el efecto de protección depende tanto de la 
especie del hospedero como del hongo patógeno; igualmente, del tiempo de 
inoculación del biocontrolador con respecto al patógeno. De aquí se concluyó que 
al inocular 2-3 días antes que el patógeno BNR se alcanza colonización de raíces 
y tallos de los hongos protectores previniendo el ataque del patógeno, 
posiblemente porque compiten por los sitios de infección. Además, algunos 
aislados np-BNR promovieron el crecimiento de las plantas, aunque estos 
aislamientos crecen relativamente lento con relación a los virulentos, lo que se 
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considera una desventaja para su uso como agentes de biocontrol. Por lo anterior, 
se recomienda aplicar en semillas y en procesos muy tempranos en el manejo del 
cultivo de interés (González et al., 2000). 
Para dilucidar el mecanismo de biocontrol Poromarto et al. (1998) evaluaron en 
plántulas de soya el control de Rhizoctonia binucleada AG-K sobre R. solani AG-4 
patogénico obtenidas del mismo cultivo. La preinoculación de las plántulas 24 
horas antes con BNR AG-K, redujo significativamente la incidencia y severidad 
causada por el patógeno R. solani  AG-4. Las lesiones causadas por R. solani 
siempre aparecieron distantes al inoculo de BNR y no hubo evidencia de lisis, 
micoparasitismo, inhibición de crecimiento o ninguna otra forma de antagonismo 
entre hifas. Los resultados de este estudio sugieren que la resistencia sistémica 
inducida fue el mecanismo de biocontrol de BNR sobre R. solani en soya. 
En soya 9 aislamientos de BNR fueron evaluados sobre el mismo cultivo en 
invernadero para el control de R. solani grupo anastomósico AG 4 y AG 2-2. Con 
la combinación AG-4+BNRs se incrementó significativamente la emergencia y 
sobrevivencia de los cultivares e igualmente se redujo la severidad de la 
enfermedad; mientras con AG-2-2+BNRs solo se redujo la severidad de la 
enfermedad. Al evaluar de manera individual los BNRs: 2 aislamientos redujeron la 
emergencia; 3 no tuvieron efecto negativo en la germinación, sobrevivencia o 
altura de plantas como tampoco hubo evidencia de patogenicidad; y los restantes 
solo incrementaron significativamente la altura de plantas. Igualmente los BNRs 
evaluados fueron reaislados de hipocotilos y raíces indicando la colonización de 
tejidos que fueron asociados con el control (Khan et al., 2005). 
En un trabajo similar, para el control de R. solani AG 2-2 y AG 4 agentes causales 
de damping-off en pepino se evaluaron 3 aislamientos de BNR. Los 
biocontroladores protegieron en un rango de 71 - 85% usando tres métodos de 
inoculación (agar-agua, agar-agua+suelo y solo suelo). Los BNR actuaron como 
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promotores del crecimiento de las plántulas. Sin embargo, se consideró que los 
métodos de inoculación influyeron en la protección, al igual que la aplicación 
temprana de las BNR (preincubación, 12 horas antes de la presencia del 
patógeno) (Villajuan-Abgona et al., 1996). 
Aislamientos de Rhizoctonia de césped que presentaron hifa con células 
binucleadas (BNR) fueron estudiados con potencial antagonista sobre R. solani. 
Las plantas desarrollaron significativamente menos enfermedad cuando fueron 
inoculadas 24 horas antes BNR que R. solani o al aplicar sólo R. solani. Al inocular 
solo BNR no se expresó enfermedad en plantas. También se observó diferencia 
significativa en la habilidad de supresión entre aislamientos de BNR (Burpee y 
Goulty, 1984). 
En Filipinas de muestras de suelo se obtuvo un aislamiento de BNR y se evaluó 
en el biocontrol de R. solani AG1-1A Rs35 que causa bandas en hojas y tizón de 
la vaina (BLSB) en maíz. El método de inoculación previa (2-3 días) del agente de 
biocontrol en agar-agua fue esencial para alcanzar el máximo control del 
patógeno. La incidencia y severidad de la enfermedad se redujo significativamente 
en 3 híbridos de maíz, igualmente se redujo crecimiento micelial activo de Rs35 
aunque no se evidenció contacto entre microorganismos. Los resultados sugieren 
que el mecanismo de biocontrol se dio por resistencia sistémica inducida (Pascual 
et al., 2000). 
Para el biocontrol de la pudrición en tallo y raíces de Poinsettia causado por R. 
solani se evalúo la aplicación de Burkholderia cepacia y BNR. En el momento del 
trasplante fue más efectiva la aplicación individual de los aislamientos de BNR. Sin 
embargo sobre el ciclo completo de producción de la planta, el control más 
efectivo se observó al aplicar en los propágulos B. cepacia seguido de BNR 
(Hwang y Benson, 2002). 
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Con 4 aislados de Trichoderma viridens y 2 de BNR utilizados para controlar 
damping-off causado por Pythium ultimum sobre Catharanthus roseus, obtuvieron 
eficiencia en el control. Inocularon los biocontroladores en el suelo 1, 3 y 6 días 
antes que el patógeno, donde los mejores resultados los obtuvieron cuando 
transcurrió más tiempo desde la aplicación (42% de daño para 1 día, 22% para 6 
días, esto en el caso de BNR). Sin embargo, Rhizoctonia puede ser biocontrolador 
pero al inocularlo solo a la planta le causa síntomas de enfermedad (Burns y 
Benson, 2000). 
Existe suficiente literatura científica que muestra la actividad biocontroladora de 
Rhizoctonia binucleada no patogénica o hipovirulenta, como también la de algunos 
aislamientos no patogénicos e hipovirulentos de la especie R. solani. Pero aún se 
desconoce si aislamientos de Rhizoctonia binucleada de orquídeas (RBO) con su 
teleomorfo en Ceratobasidium, pueden ser biocontroladores de patógenos del 
suelo como R. solani.  
En el presente estudio se planteó como hipótesis, que algunos aislamientos de 
RBO con bajo porcentaje de incidencia y severidad en la prueba de patogenicidad 
en arroz, pueden ejercer biocontrol sobre R. solani patógeno del suelo en este 
mismo hospedero. Si la hipótesis es cierta, se espera observar disminución en los 
síntomas causados por R. solani patógeno en arroz. Los objetivos planteados 
fueron: 1) evaluar el potencial biocontrolador de algunos aislamientos de 
Rhizoctonia binucleada pertenecientes al teleomorfo Ceratobasidium obtenidos de 
diferentes especies de orquídeas presentes en hábitats variados, sobre R. solani 
patógeno de arroz en plantas vivas en invernadero y 2) determinar el efecto de 
diferentes dosis de nitrógeno y condiciones de suelo sobre la actividad patogénica 
del género-forma Rhizoctonia. 
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3.2  MATERIALES Y METODOS 
3.2.1  Pruebas de biocontrol de Rhizoctonia binucleada de orquídeas (RBO) 
sobre R. solani patogénico en plantas de arroz en invernadero.  
Durante los meses de abril y junio de 2010 se evaluó el potencial bicontrolador de 
RBO sobre R. solani patógeno del suelo en arroz. Los experimentos se llevaron a 
cabo en los invernaderos del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) 
del Programa de Patología de Arroz, en el municipio de Palmira, Dpto. del Valle 
del Cauca a 3º30’ latitud norte y 76º30’ longitud oeste, a una altura de 965 
m.s.n.m., temperatura promedio anual de 24º C y precipitación media anual de 
1000 mm. La variable de respuesta fue porcentaje de severidad de la enfermedad 
(Liu et al., 2009). Severidad es el grado o nivel de la enfermedad en el órgano 
examinado, se calcula: % de severidad = área de tejido enfermo/área total 
observada) x 100 (FAO, 1985). 
Las unidades experimentales fueron materos plásticos con capacidad de 1500 g  
en c/u se sembraron cinco plantas y se utilizaron tres materos por tratamiento. Se 
sembró la variedad Fedearroz 50 por ser el material más utilizado en las 
principales regiones arroceras de Colombia, además por su susceptibilidad a 
Rhizoctonia solani (Cuevas, 2005).  
Para evaluar el factor suelo, se determinó la condición pasteurizado y natural, 
generando contraste de condiciones microbiológicas para determinar su efecto 
sobre los aislamientos de Rhizoctonia inoculados (RBO y R. solani). Se determinó 
realizar pasteurización del suelo para no alterar sus características químicas 
naturales. Consistió en someter el suelo a vapor de agua con temperatura de 
80°C, 120 PSI, durante 4 horas. El suelo se colectó en la finca arrocera “La 
Esperanza” vereda Qinamayó, municipio de Jamundí, sur del Dpto. del Valle del 
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Cauca, Colombia. El análisis de las propiedades físico-químicas se realizó en el 
laboratorio de suelos del CIAT, donde implementan la metodología IGAC (2006) 
(Tabla 11). 
Tabla 11. Métodos empleados para el análisis químico y físico de suelo. 
Determinación Método 
Textura Bouyoucos 
pH en agua Potenciométrico en relación suelo: agua 1:1 
CIC amonio Acetato de amonio 1N, pH 7.0 (Método IGAC) 
Bases intercambiables Cuantificación por espectrofotometría de absorción 
y emisión atómica 
C orgánico  Digestión vía húmeda (Walkley- Black) 
P disponible en suelos Bray II modificado 
S disponible en suelo Extracción con monofosfato de Ca 0.008M y 
cuantificación turbidimétrica 
B disponible en suelo Extracción con agua caliente y cuantificación 
calorimétrica con azometina-H 
Fe, Mn, Co, Zn Extracción con DTPA y cuantificación por absorción 
atómica 
 
Para evaluar el biocontrol de los aislamientos de RBO sobre R. solani teniendo en 
cuenta el factor niveles de nitrógeno, se utilizaron tres dosis del elemento 
nutricional: 0, 150 y 250 kg de N /ha, usando como fuente sulfato de amonio (26% 
de N) (Cooke et al., 2006; Slaton et al., 2003; Reyes y Castilla, 2003; 
FEDEARROZ, 2000). 
Para evaluar el factor aislamientos, en laboratorio se reactivaron nueve 
aislamientos de RBO y uno de R. solani patógeno de arroz conservados por un 
año en papel filtro bajo la técnica de criopreservación (-20°C). El medio utilizado 
para la reactivación e inoculación de los hongos fue salvado de arroz enriquecido 
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(S.A+ = 800 ml de agua destilada, 16 g de agar, 25 g de salvado de arroz fresco y 
5 g de sucrosa) (Aricapa y Correa, 2003). 
Para la inoculación se siguió la metodología Liu et al. (2009)  utilizando plantas de 
21 días después de la siembra (DDS), las cuales presentaran tres hojas 
verdaderas. Los hongos para la inoculación fueron de cinco días de crecimiento 
incubados a 27° C, tomándolos con sacabocado en porciones aproximadas de 3 
mm de diámetro con presencia solo de micelio. El inoculo se adhirió a nivel del 
cuello de raíz, simulando las condiciones naturales en las que se presenta el 
microorganismo como patógeno del suelo (Agrios, 2002). Los aislamientos RBO 
fueron inoculados 2 días antes que el aislamiento de R. solani patogénico, esta 
modificación a la metodología se hizo con base a la literatura consultada. Durante 
estos 2 días se utilizó una macrocámara, la cual presenta 60 m2 de área, cortinas 
plásticas que permiten confinar el material vegetal a evaluar y tres humificadores 
que se activan 2 veces al día por 1 hora, para así generar condiciones 
ambientales cercanas a las de campo con respecto a Humedad Relativa (HR) del 
100% y temperatura de 30C. Una vez realizada la inoculación de R. solani 
patogénico, estas plantas se confinaron en microcámaras, las cuales fueron 
botellas plásticas transparentes que mantuvieron las condiciones ambientales 
descritas anteriormente, para que así el hongo causara infección al hospedero. 
Los materos se colocaron en bandejas plásticas con agua cubriéndolos hasta la 
mitad, asegurando así la humedad constante del suelo. Las macrocámaras se 
utilizaron nuevamente para distribuir el experimento en bloques, porque las 
condiciones ambientales se habían inducido con las microcámaras (Figura 12). 
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Figura 12. Evaluación del porcentaje de severidad de la enfermedad para 
determinar biocontrol de RBO sobre R. solani. a) inoculación 2 días antes de RBO, 
b) inoculación posterior de R. solani, c) plantas dentro de microcámaras, d) 
materos en bandejas con agua y distribución del experimento (Foto: Ana T. 
Mosquera-Espinosa, 2010). 
Diez días después de la inoculación (DDI) se evaluó el porcentaje de severidad de 
la enfermedad, usando como criterio porcentaje de área afectada de la planta con 
valores entre 0 a 100% de acuerdo a la metodología de Liu et al. (2009): “de abajo 
hacia arriba en la planta, un valor máximo de 30% de severidad fue asignado a la 
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1ra hoja u hoja más vieja al estar afectada totalmente por la enfermedad; a cada 
una de las dos hojas siguientes, 2da y 3er hoja, fue asignado 25% igualmente si el 
total de su área fue afectada y un máximo de 20% para la afección total del tallo. 
La severidad total de la enfermedad en la planta fue estimada sumando las 
severidades asignadas a cada una de las hojas y al tallo, para un posible total de 
100%”. Se consideró que hubo biocontrol de RBO sobre R. solani cuando las 
plantas presentaron bajos % de severidad de la enfermedad (Burpee y Goulty, 
1984). 
Se obtuvieron 72 tratamientos a partir de: 2 condiciones de suelo x 3 dosis de N x 
12 inóculos (Tabla 12). El experimento tuvo una estructura factorial, con cinco 
plantas por matero, tres repeticiones y un arreglo en bloques completos al azar. 
Se realizaron dos réplicas del experimento con intervalo de dos semanas entre 
montaje, los datos se interpretaron estadísticamente en conjunto y se les realizó 
análisis de varianza (ANOVA) mostrando valores correspondientes al promedio del 
porcentaje de severidad por tratamiento. El alto valor del coeficiente de variación 
(CV) sugirió la transformación de datos utilizando la formula √(X+0,5) (Gómez y 
Gómez, 1984). Posteriormente, se realizó comparación de medias utilizando la 
prueba de rango múltiple de Duncan, con un nivel de confianza 95%, en el 
programa estadístico SAS (2002) (Anexo E). 
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Tabla 12. Tratamientos generados para evaluar el biocontrol de RBO sobre R. 
solani sobre plantas vivas de arroz en invernadero bajo dos condiciones de suelo y 
tres niveles de nitrógeno. 
Factor Nivel / Categoría1 Descripción 2 
 
Suelo 
 
Pasteurizado  
 
80°C, 120 PSI, 4 horas 
 Natural Sin tratar 
Dosis de nitrógeno 0 kg/ha Ningún fertilizante 
 150 kg/ha Sulfato de amonio 
 250 kg/ha Sulfato de amonio 
Aislamientos del 
género- forma Rhizoctonia 
1RBO Q2M19 = Dichaea 
 2RBO Q1M19 = Maxillaria 
 3RBO Q3M17 1.2 = Trizeuxis 2 
 4RBO Q1M16 1.2 = Epidendrum 2 
 5RBO Q1M16 1.1 = Epidendrum 1 
 6RBO Q2.2M14 = Cranichis 2 
 7RBO Q1.1M14 = Habenaria 1 
 8RBO Q1M13 = Notylia 
 9RBO Q1M15 = Vanilla 
 R. solani Patógeno de arroz 
(Tolima 2399-1orizyca 1) 
 Control negativo Medio (S.A+) 
 Control absoluto La planta sin inóculo 
 
1 RBO = Rhizoctonia binucleada de orquídeas (teleomorfo Ceratobasidium) 
obtenidas en la primera fase de estudio.  
2 los nombres científicos corresponden a orquídeas de las cuales se obtuvo 
Rhizoctonia como endófito de raíces. 
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3.3  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
El ANOVA mostró diferencia significativa en los factores aislamientos de 
Rhizoctonia, niveles de nitrógeno, suelo y bloque. También en las interacciones 
suelo x aislamiento y suelo x dosis (P≤0.05) (Anexo E).  
3.3.1  Factor aislamientos del género-forma Rhizoctonia.  
En este ensayo de biocontrol en general los valores de porcentaje de severidad 
fueron bajos, pues no se alcanzó a registrar valores de 40% que es el umbral 
donde se considera problema el ataque de R. solani en arroz (Liu et al., 2009; 
Correa et al., 2001; Castaño-Zapata y Del Río-Mendoza, 1994). Sin embargo, se 
observó que en todos los tratamientos con aislamientos de RBO hubo reducción 
significativa de la severidad de la enfermedad causada por R. solani (Tabla 13, 
Figura 13, Anexo F). Estos resultados coinciden con lo mencionado en literatura al 
utilizar algunos aislamientos de Rhizoctonia binucleada (BNR) como 
biocontroladores de R. solani (Khan et al., 2005; Wen et al., 2005; Jabaji-Hare y 
Neate, 2005; Pascual et al., 2000; Xue et al., 1998; Burpee y Goulty, 1984). 
También hubo diferencia significativa entre el tratamiento de R. solani patogénico 
inoculado sólo, que presentó el mayor porcentaje de severidad 16.5%, y los 
tratamientos al inocular en la misma planta RBO y R. solani (Tabla 13, Figura 13). 
Resultados similares se obtuvieron en plántulas de fríjol tratadas con np-BNR + R. 
solani y el patógeno sólo, donde los niveles de infección fueron significativamente 
mayores en aquellas tratadas únicamente con R. solani, aunque siempre se 
presentaron síntomas (Wen et al., 2005). 
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Tabla 13. Efecto biocontrolador de RBO sobre R. solani en plantas vivas de arroz 
en invernadero en cada tratamiento. 
 
Tratamientos1 
 
Porcentaje de severidad  
por tratamiento 2, 3 
 
R. s 
 
16.5 a 
Q1M5 + R. s 10.6 b 
Q1.1M14 + R. s 9.3 c 
Q3M17 1.2 + R. s 8.8 c 
Q2M19 + R. s 8.3 cd 
Q1M13 + R. s 8.3 cd 
Q1M16 1.2 + R. s 8.0 cd 
Q1M16 1.1 + R. s 7.8 cd 
Q1M19 + R. s 7.2 d 
Q2.2 M14 + R. s 5.4 e 
Médio S.A+ 0.6 f 
Control Absoluto 0.0 f 
 
1  R. solani (R.s) inoculado sólo y en combinación con RBO para evaluar el 
biocontrol. 
 
2  Los porcentajes de severidad de la enfermedad corresponden a la media del 
promedio de 180 observaciones/tratamiento. 
 
3 Los valores seguidos de la misma letra en la columna no son significativamente 
diferentes (P≤0.05) según la prueba de Duncan.   
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Figura 13.  Biocontrol de RBO sobre R. solani expresado en porcentaje de 
severidad de la enfermedad en plantas de arroz. Las barras con la misma letra no 
son significativamente diferentes (P≤0.05) según la prueba de Duncan.  Las líneas 
verticales muestran la desviación estándar. 
 
Algunos aislamientos de RBO utilizados como biocontroladores en esta evaluación 
se pudieron reaislar (identificación sin publicar) (Khan et al., 2005). Sin embargo, 
se interpretó como indicador de protección contra R. solani patogénico los bajos 
porcentajes de severidad, tal como lo plantean Sneh e Ichielevich-Auster (1998). 
Estos resultados sugieren que RBO puede ser una alternativa microbiológica con 
potencial para el manejo integrado del tizón o añublo de la vaina en arroz. En 
muchos países actualmente esta enfermedad gana importancia por las pérdidas 
económicas que causa, y por lo cual ha dejado de ser considerada como 
secundaria (Chaudhary et al., 2003).  
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La diferencia estadística entre los tratamientos con RBO también permitió 
establecer grupos de acuerdo con los porcentajes de severidad, aquellos con los 
menores valores se relacionaron con mayor potencial biocontrolador sobre R. 
solani (P≤0.05) (Tabla 13, Figura 13). Los menores porcentajes de severidad 
fueron para los tratamientos con Q2.2M14 y Q1M19, los cuales presentaron 5.4% 
y 7.2%, respectivamente. Mientras que el tratamiento con Q1M15 tuvo 10.6% de 
severidad, es decir fue el que menos protección ofreció al hospedero (Figura 14). 
Estos resultados sugieren que pueden existir diferencias entre los aislamientos de 
RBO en cuanto su habilidad para controlar R. solani, tal como sucede con BNR 
como biocontrolador (Burpee y Goulty, 1984). Además, cuando se busca 
identificar BNR con potencial biocontrolador se deben medir los niveles de 
síntomas desde los más bajos hasta los más severos, los cuales posiblemente 
correspondan a indicadores de resistencia sistémica inducida en la planta (Sneh et 
al., 2004). 
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Figura 14. Diferencias entre síntomas causados por R. solani inoculado sólo y en 
presencia de RBO como biocontrolador en plantas de arroz. a) R. solani,              
b) Q1M15, c) Q2.2M14, d) Q1M19 (Foto: Ana T. Mosquera-Espinosa, 2010).  
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Entonces, resistencia sistémica inducida es el mecanismo más aceptado para 
explicar la actividad biocontroladora de BNR y posiblemente también fue el 
mecanismo utilizado por RBO en este estudio. Las diferentes investigaciones 
demuestran que BNR como biocontrolador no causa sobre el hongo patógeno lisis 
de hifas, micoparasitismo, inhibición de crecimiento u otra forma de antagonismo 
(Poromarto et al., 1998). En este estudio de biocontrol con RBO no se midieron 
otros mecanismos indirectos, como el estímulo sobre el crecimiento de la planta 
de arroz, pero no se descarta su posible aporte a los resultados obtenidos (Khan 
et al., 2005; González et al., 2000; Villajuan-Abgona et al., 1996; Bandy y 
Tavantzis, 1989). 
Para la interpretación de estos resultados, también se relacionaron otros 
elementos igual de importantes en el proceso de biocontrol según la literatura. El 
tipo de hospedero, el hongo patógeno, el hongo biocontrolador y el tiempo de 
inoculación del biocontrolador con respecto al patógeno (González et al., 2000). 
Otros autores tienen en cuenta el tipo de medio utilizado para hacer crecer el 
hongo biocontrolador (Cartwright y Spurr, 1998). Pero la mayoría de trabajos 
coinciden en atribuir el éxito del biocontrol a la inoculación previa de BNR (en 
promedio 2 días) con respecto al patógeno, para así asegurar su colonización y 
establecimiento (Muslim et al., 2003a, b, c; Pascual et al., 2000; Burns y Benson, 
2000; Cartwright y Spurr, 1998; Poromarto et al., 1998; Villajuan-Abgona et al., 
1996; Burpee y Goulty, 1984). 
Posiblemente el biocontrol logrado en este estudio estuvo relacionado 
principalmente con la inoculación temprana (2 días antes) de RBO como lo sugirió 
la literatura consultada. De esta manera es posible que se compense el lento 
crecimiento de RBO con relación al aislamiento patógeno (en este caso R. solani), 
tal como ocurre con BNR (González et al., 2000). Pudo tener aporte el método de 
inoculación (Villajuan-Abgona et al., 1996) y la ubicación del inóculo a nivel cuello 
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de raíz, que es el sitio en la planta de arroz por donde inicia la infección R. solani 
(Agrios, 2002). De esta manera se buscó dar condiciones similares a los 
aislamientos, ya fuera biocontolador o patógeno. 
Al analizar en conjunto la información obtenida de biocontrol, identificación 
molecular y análisis filogenético de los aislamientos de RBO, se decidió tomar sólo 
los dos aislamientos considerados con potencial biocontrolador teniendo en cuenta 
los bajos porcentajes de severidad, que fueron Q2.2M14 de la orquídea Cranichis 
2 y Q1M19 de la orquídea Maxillaria (Tabla 2 y 13, Figura 13). Las búsquedas 
BLAST (GenBank) asociaron estas secuencias con secuencias de Ceratobasidium 
pertenecientes a diferentes hospederos, actividades y ubicación geográfica. La 
filogenia ubicó a Q2.2M14 en el clado de los “terrestres” y a Q1M19 en clado de 
los “epífitos” (Figura 3). 
Estos resultados quizás tuvieron mayor relación con la variada actividad que 
puede presentar el género-forma Rhizoctonia (Agrios, 2002), que con el hábitat de 
la orquídea del cual se aisló el hongo con potencial biocontrolador. Pero también 
se tuvo en cuenta, que el tema de hongos endófitos en raíces de orquídeas aún es 
controversial, ya que estos pueden comportarse como simbiontes y/o patógenos 
dependiendo de las condiciones ambientales y de la salud del hospedero (Bayman 
y Otero, 2006).  
Por otro lado, el análisis en conjunto de los resultados de biocontrol y 
patogenicidad mostró que los aislamientos considerados con potencial 
biocontrolador en cada uno de los ensayos no fueron los mismos (Tabla 8 y 13; 
Figura 7, 9 y 13). En la evaluación de patogenicidad, los aislamientos de RBO 
considerados con potencial biocontrolador por presentar los valores más bajos de 
porcentaje de  incidencia y severidad fueron, Ceratobasidium Q1M13 de la epífita 
Notylia  y Q1M161.2 de la litofítica Epidendrum 2. Por lo cual se planteó como 
105 
 
hipótesis, que en el ensayo de biocontrol la mejor respuesta de protección sobre 
R. solani la iban a presentar estos dos aislamientos. Sin embargo, en la 
evaluación de biocontrol fueron los Ceratobasidium Q2.2M14 de la terrestre 
Cranichis 2 y Q1M19 de la epífita Maxillaria, los que presentaron bajos porcentajes 
de severidad traducidos en biocontrol sobre R. solani patogénico, y los 
aislamientos sugeridos de la prueba de patogenicidad en esta oportunidad 
brindaron menor protección al hospedero. 
Estos resultados sugieren que el efecto de biocontrol pudo depender mayormente 
de la relación microorganismos-microorganismo, teniendo en cuenta que fue el 
nuevo elemento introducido en la metodología del ensayo y el cual se desarrolló 
igual que en la evaluación de patogenicidad. Sin embargo, también pudieron 
aportar otros factores mencionados como hospedero, hongo patógeno, hongo 
biocontrolador y el tiempo de inoculación del biocontrolador con respecto al 
patógeno (González et al., 2000). Igualmente, existe la posibilidad de que 
Rhizoctonia actúe como bicontrolador o patógeno según el hospedero con el cual 
interactúe (Burns y Benson, 2000; Rubio et al., 2000; Ichielevich-Auster et al., 
1985). 
3.3.2  Factor niveles de nitrógeno.  
Estadísticamente hubo diferencia entre los porcentajes de severidad de la 
enfermedad, al evaluar biocontrol de RBO sobre R. solani con diferentes dosis de 
nitrógeno (P≤0.05) (Anexo E). Las tres dosis fueron estadísticamente diferentes, 
donde 250 kg de N/ha tuvo el promedio de severidad más alto, 9.3% (Tabla 14, 
Anexo G). En el ensayo de patogenicidad con base a porcentaje de severidad 
también hubo diferencia estadística entre dosis de nitrógeno, donde 250kg de 
N/ha presentó el valor más alto (Tabla 9). Nuevamente, se comprobó que al 
aumentar la dosis de nitrógeno se incrementa poco pero significativo la severidad 
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del añublo o tizón de la vaina en arroz y los valores dependen de las dosis 
evaluadas (Cooke et al., 2006; Slaton et al., 2003; Savary et al., 1995).  
 
Tabla 14. Efecto de la dosis de nitrógeno en el biocontrol de RBO sobre R. solani 
en plantas de arroz en invernadero combinando tratamientos 
Dosis de nitrógeno 
Porcentaje de severidad de la 
enfermedad 1,2 
 
250 kg N /ha 
 
 
 
9.3 a 
150 kg N /ha 7.4 b 
0 kg N /ha 6.0 c 
1 Los porcentajes de severidad de la enfermedad corresponden a la media de los 
promedios al combinar tratamientos. 
 
2 Los valores seguidos de la misma letra en la columna no son significativamente 
diferentes (P≤0.05) según la prueba de Duncan. 
3.3.3  Factor suelo.  
También hubo diferencias significativas entre la condición suelo pasteurizado y 
suelo natural cuando el ANOVA combinó los tratamientos para evaluar el 
biocontrol de RBO sobre R. solani (P≤0.05) (Anexo B). El mayor valor de 
porcentaje de severidad fue de 7.8% y lo presentó el suelo pasteurizado (Tabla 15, 
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Anexo H). En un suelo alterado, es probable observar mayor actividad de 
microorganismos patógenos, ya que se elimina competencia de comunidades 
benéficas (Alexander, 1981). Mientras que en el suelo natural, la microbiota nativa 
puede influir positivamente en el entorno de la planta, permitiéndole una mejor 
adaptación y favoreciendo las actividades de protección que cumplen los 
microorganismos con actividad biocontroladora (Selosse, 2004). 
Tabla 15. Efecto del suelo en el biocontrol de RBO sobre R. solani en plantas 
vivas de arroz en invernadero combinando tratamientos. 
Suelo 
Porcentaje de severidad de la 
enfermedad 1,2 
 
Pasteurizado 
 
7.8 a 
Natural 7.4 b 
 
1 Los porcentajes de severidad de la enfermedad corresponden a la media de los 
promedios al combinar tratamientos.   
                                                                
2 Los valores seguidos de la misma letra en la columna no son significativamente 
diferentes (P≤0.05) según la prueba de Duncan. 
 
También, se logró observar colonización del micelio de RBO en el tejido de 
algunas plantas de arroz y en el suelo circundante a estas, lo cual posiblemente 
les permitió una mejor actividad biocontroladora. Por el contrario, la literatura hace 
énfasis de BNR como biocontroladores con poca habilidad para colonizar y lento 
crecimiento con relación a los aislamientos virulentos (Herr, 1995; Sneh, 1998; 
González et al., 2000; Sneh et al., 2004) (Figura 15).  
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En este ensayo de biocontrol el suelo fue tomado en el mes de abril, en la misma 
finca y bajo las mismas condiciones que para el ensayo de patogenicidad. 
Tampoco se fertilizó según los requerimientos del arroz y el único elemento 
nutricional suministrado fue nitrógeno, para así evaluar su relación con el potencial 
biocontrolador de RBO sobre R. solani patógeno en arroz.  En esta oportunidad el 
 
 
 
a b c 
d e f 
Figura 15. Colonización de RBO en suelo y tejido de plantas de arroz. a y b) 
Q1.1M14, c y d) Q1M15, e y f) Q2.2M14 (Foto: Ana T. Mosquera-Espinosa, 2010). 
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análisis químico del suelo mostró leves cambios en los valores de los elementos 
nutricionales, ya fuera por aumento o disminución, pero se conservaron en el 
rango que la literatura muestra como requerimientos del arroz (Tabla 16). Dichos 
cambios se consideraron normales, pues en zonas cálidas en un corto periodo de 
tiempo factores climáticos como temperatura, humedad y precipitación pluvial 
influyen no sólo en las características químicas del suelo, sino en la microbiota allí 
presente (SCCS, 2010; Guerrero, 1991). El K y el Zn presentaron un leve aumento 
pero aun así sus valores fueron bajos, e igual que en la prueba de patogenicidad 
se consideró que estos elementos pudieron influir en la respuesta de la planta al 
ataque de R. solani, aunque los porcentajes de severidad en general en este 
ensayo fueron bajos (Marschner, 1995; Guerrero, 1991). 
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Tabla 16. Análisis físico-químico del suelo utilizado para la investigación. Vereda 
Quinamayó, Municipio de Jamundí, Departamento del Valle del Cauca.  Colombia.  
 
Descripción 
 
Valores estándar 
para el cultivo  
del arroz 
 
Valores 
obtenidos de la 
muestra 
Enero/2010 
 
Valores 
obtenidos de la 
muestra 
Abril/2010 
 
pH (Un) 
 
5.5 – 7 
 
6.24 
 
5.89 
MO (g/kg) 20 – 30 34.77 40.21 
P-BrayII (mg/kg) 5 – 20 8.36 12.15 
K (cmol/kg) 0.2 - 0.4 0.34 0.40 
Ca (cmol/kg) 2 – 3 9.63 8.54 
Mg (cmol/kg) 1 - 1.5 5.07 4.15 
Na (cmol/kg) ≤ 10 0.17 0.11 
CIC (cmol/kg) 15 – 20 19.25 20.30 
S (mg/kg) 6 – 12 45.45 33.81 
B (mg/kg) 0.2 - 0.3 0.80 0.66 
Fe (mg/kg) 15 – 30 118.63 101.60 
Mn (mg/kg) 3 – 7 149.59 99.10 
Cu (mg/kg) 1 – 4 5.69 4.79 
Zn (mg/kg) 2 – 4 3.65 3.69 
Textura (Tex) Franco-
Francoarcilloso 
Arcillolimoso  
  Arena 8.92%  
  Limo 48.49%  
  Arcilla 42.59%  
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El potencial biocontrolador RBO sobre R. solani patogénico, se evaluó inoculando 
en plantas de arroz a nivel de cuello de raíz primero el biocontrolador y dos días 
después el patógeno, además se utilizó como control positivo R. solani sólo. Hubo 
reducción significativa del porcentaje de severidad de la enfermedad por la 
actividad biocontroladora de RBO, coincidiendo con resultados de otros estudios 
donde se evaluó Rhizoctonia binucleada (BNR) como biocontrolador sobre 
patógenos del suelo. El mecanismo más aceptado para explicar la actividad 
biocontroladora de BNR es resistencia sistémica inducida, posiblemente el mismo 
mecanismo fue utilizado por RBO en esta investigación. La literatura atribuye el 
éxito del biocontrol al tiempo de inoculación (dos días la inoculación del 
biocontrolador y después el patógeno), el hongo biocontrolador, el hongo 
patógeno y el tipo de hospedero.  En este estudio, además se consideró que 
influyó la posición de los inóculos en la planta de arroz (cuello de raíz) y las 
condiciones ambientales (humedad relativa de 100% y temperatura 30°C). Los 
menores porcentajes de severidad, 5.4% y 7.2%, se presentaron en los 
tratamientos con Ceratobasidium Q2.2M14 (aislado de la orquídea terrestre 
Cranichis 2) y con Ceratobasidium Q1M19 (aislado de la orquídea epífita 
Maxillaria), respectivamente. Estos aislamientos no correspondieron a los 
estimados con potencial biocontrolador sobre R. solani en el experimento de 
patogenicidad. Nuevamente, al combinar el ANOVA tratamientos, mostró que al 
aumentar la dosis de nitrógeno se incrementa poco pero significativamente la 
severidad del añublo en arroz y los valores dependen de las dosis evaluadas. Se 
presentó diferencia significativa entre la condición del suelo pasteurizado y natural, 
donde el mayor valor de porcentaje de severidad de la enfermedad fue 7.8% y lo 
presentó suelo pasteurizado. Lo cual demostró, que en un suelo alterado la 
población de patógenos presenta mayor actividad por no tener competencia de 
comunidades benéficas. Con relación a la química, aunque hubo un leve aumento 
de K y Zn, sus valores siguieron bajos, y al igual que en la prueba de 
patogenicidad estos elementos se consideraron pudieron influir en la 
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susceptibilidad de la planta al ataque de patógenos del suelo principalmente R. 
solani. También, se observó abundante micelio de RBO en tejido de plantas de 
arroz y suelo circundante, lo cual pudo favorecer su actividad biocontroladora. La 
literatura no menciona esta característica para BNR como biocontroladores. Los 
resultados sugieren que existen aislamientos de RBO (teleomorfo Ceratobasidium) 
con potencial biocontrolador sobre R. solani patógeno del suelo en arroz, 
expresado en bajos porcentajes de severidad de la enfermedad. 
3.4  CONCLUSIONES 
Los 9 aislamientos de RBO evaluados ejercieron biocontrol sobre R. solani 
patógeno de arroz, expresado en los bajos porcentajes de severidad. Entre los 
aislamientos biocontroladores hubo diferencias significativa, pero los que más 
protección ofrecieron fueron Ceratobasidium Q2.2M14 aislado de orquídea 
terrestre Cranichis 2 y Ceratobasidium Q1M19 aislado de la orquídea epífita 
Maxillaria.  
Los aislamientos de Ceratobasidium que presentaron menor porcentaje de 
severidad de la enfermedad en la prueba de patogenicidad, no fueron los mismos 
que ejercieron mayor biocontrol sobre R. solani.  
En esta prueba de biocontrol al combinar el ANOVA tratamientos, también mostró 
incremento significativo del porcentaje de severidad de la enfermedad con altas 
dosis de nitrógeno, corroborando la influencia que tiene este elemento nutricional 
en la patogenicidad de R. solani. 
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Al combinar el ANOVA tratamientos para evaluar el factor suelo, hubo diferencia 
significativa entre la condición pasteurizado vs. natural, donde el mayor porcentaje 
de severidad de la enfermedad lo presentó suelo pasteurizado con 7.8%. 
Posiblemente, los bajos niveles de K y Zn también influyeron en la respuesta de 
las plantas de arroz al ataque del patógeno. 
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4.  DISCUSION GENERAL 
La literatura científica presenta aislamientos de Rhizoctonia binucleada (BNR) 
mayormente del suelo, como biocontroladores de hongos patógenos de este 
mismo ecosistema (Sneh et al., 2004; Burns y Benson, 2000; González et al., 
2000; Rubio et al., 2000). El presente estudio mostró por primera vez el uso de 
aislamientos de Rhizoctonia binucleada de orquídeas (RBO) con su teleomorfo en 
Ceratobasidium, para evaluar su potencial biocontrolador sobre R. solani patógeno 
del suelo en arroz.  
La investigación inició obteniendo doce aislamientos del género-forma Rhizoctonia 
como endófitos en raíces de orquídeas de diferentes hábitats, identificados en el 
género teleomorfo Ceratobasidium. Pese a que existen registros para Colombia de 
Rhizoctonia como hongo micorrízico en orquídeas (Díaz et al., 2000), este sería el 
primer registro en su expresión teleomorfa (Mosquera-Espinosa et al., 2010). La 
filogenia de Ceratobasidium en este estudio conformó los clados de acuerdo con 
el hábitat de las orquídeas. En el clado “epífitos”, las secuencias de 
Ceratobasidium fueron genéticamente más cercanas a las secuencias de 
Ceratobasidium de orquídeas epífitas de Puerto Rico (Otero et al., 2002, 2004, 
2007). Mientras que los otros Ceratobasidium fueron genéticamente más cercanos 
a Ceratobasidium con actividad patogénica y/o endófitos, en diferentes plantas 
hospederas y distinta ubicación geográfica (Manici y Bonora, 2007).  Los 
resultados mostraron, que el hongo Ceratobasidium como endófito en raíces fue 
común a todas las orquídeas colectadas independiente de su hábitat.   
De los doce aislamientos de RBO obtenidos inicialmente, se evaluaron nueve en 
ensayos in vitro e in vivo para determinar su patogenicidad en arroz. Tanto el 
porcentaje de incidencia como el porcentaje de severidad se midieron desde el 
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nivel más bajo hasta el más severo. Según Sneh et al. (2004) es la manera de 
identificar aislamientos de Rhizoctonia hipovirulentos con potencial biocontrolador 
sobre hongos patógenos del suelo. Los aislamientos considerados con potencial 
biocontrolador sobre R. solani, por presentar bajos porcentaje de incidencia y 
severidad fueron: Ceratobasidium Q1M13 (aislado de la orquídea epífita Notylia) y 
Ceratobasidium Q1M16 1.2 (aislado de la orquídea litofítica Epidendrum 2). 
También, se confirmó la influencia que tienen los altos niveles de nitrógeno en el 
aumento del porcentaje de incidencia y severidad del añublo en arroz (Cooke et 
al., 2006; Slaton et al., 2003; Savary et al., 1995). Posiblemente, los bajos niveles 
naturales de K y Zn que presentó el suelo utilizado, influyeron en la respuesta de 
la planta ante el ataque del hongo, pues estos dos elementos se relacionan con 
resistencia del arroz a patógenos del suelo (Marschner, 1995; Guerrero, 1991). Se 
mostró por primera vez, que aislamientos de Rhizoctonia binucleada de orquídeas 
(teleomorfo Ceratobasidium) causan patogenicidad en un hospedero diferente del 
cual se aislaron originalmente, en este caso de estudio fue arroz.   
Los resultados obtenidos en la prueba de biocontrol, permitieron seleccionar 
aislamientos de Rhizoctonia binucleada de orquídeas (RBO) como 
biocontroladores de R. solani patógeno del suelo, inoculándolos a nivel de cuello 
de raíz en plantas de arroz con diferencia de dos días (se inoculó primero el 
biocontrolador). Se estimó hubo protección de la planta, cuando el porcentaje de 
severidad de la enfermedad se redujo significativamente (Sneh e Ichielevich-
Auster, 1998). Estos resultados fueron similares al utilizar como biocontrolador 
aislamientos de Rhizoctonia binucleada (BNR) (Khan et al., 2005; Wen et al., 
2005; Pascual et al., 2000; Xue et al., 1998). Los más bajos porcentajes de 
severidad correspondieron a los tratamientos donde se utilizó Ceratobasidium 
Q2.2M14 (aislado de la orquídea terrestre Cranichis 2) y Ceratobasidium Q1M19 
(aislado de la orquídea epífita Maxillaria), con 5.4 % y 7.2% respectivamente. Sin 
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embargo, en el experimento de patogenicidad fueron otros los aislamientos 
estimados con potencial biocontrolador sobre R. solani. El mecanismo más 
aceptado como actividad biocontroladora de BNR es resistencia sistémica 
inducida (Poromarto et al., 1998) y posiblemente también por RBO en esta 
investigación, pues los resultados coinciden con lo mencionado en la literatura. De 
igual forma, el éxito del biocontrol depende del tiempo de inoculación, el hongo 
biocontrolador, el hongo patógeno y el tipo de hospedero. En este estudio, 
también se consideró la posición de los inóculos en la planta de arroz (cuello de 
raíz) y condiciones ambientales suministradas (humedad relativa de 100% y 
temperatura 30°C). Nuevamente, la alta dosis de nitrógeno incrementó de forma 
significativa la severidad del añublo en arroz, donde los valores dependieron de 
las dosis evaluadas (Cooke et al., 2006; Slaton et al., 2003; Savary et al., 1995). El 
suelo pasteurizado presentó el mayor valor de porcentaje de severidad de la 
enfermedad, 7.8%, mostrando diferencia significativa con la condición de suelo 
natural. Esto demuestra, que al eliminar comunidades benéficas de 
microorganismos la población de patógenos presenta mayor actividad por no tener 
competencia (Alexander, 1981). Durante este ensayo se utilizó el mismo tipo de 
suelo, el cual presentó un leve aumento de K y Zn, pero sus niveles aún fueron 
bajos. Al igual que en la prueba de patogenicidad, posiblemente estos elementos 
influyeron en la respuesta de la planta al ataque de R. solani como patógeno del 
suelo (Marschner, 1995; Guerrero, 1991). La abundante producción de micelio de 
RBO en tejido de plantas de arroz y suelo circundante, se calificó como favorable 
para su actividad biocontroladora. Esta característica no la presentan aislamientos 
de BNR con actividad biocontroladora, por el contrario, estos tienen lento 
crecimiento con respecto a hongos patógenos del suelo (Sneh, 1998; González et 
al., 2000; Sneh et al., 2004). 
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Los resultados obtenidos en esta investigación sugieren, que los aislamientos de 
Rhizoctonia binucleada de orquídeas RBO (teleomorfo Ceratobasidium) se pueden 
calificar como alternativa promisoria en estrategias de biocontrol dentro de un 
programa de manejo integrado, especialmente para patógenos del suelo con alta 
versatilidad ecológica, como lo es R. solani agente causal del añublo o tizón del 
arroz. 
 
118 
 
5.  RECOMENDACIONES GENERALES 
Continuar investigando sobre hongos micorrízicos de orquídeas en Colombia, con 
aplicación ecológica en esta planta y biocontrol de patógenos en agricultura, 
ampliando las zonas de muestreo para evitar sesgos. 
Utilizar los aislamientos de Ceratobasidium obtenidos en este estudio, para 
realizar proyectos de conservación ex situ e in situ con orquídeas presentes en 
diferentes hábitats en Colombia. 
Hacer estudios detallados de Rhizoctonia binucleada de orquídeas con su 
teleomorfo en Ceratobasidium, para conocer su variada actividad (micorrízico, 
patógeno y biocontrolador) y biología (interacción microorganismo-
microorganismo, microorganismo-hospedero y microorganismo-hospedero-
ambiente). 
Reconocer el mecanismo de biocontrol utilizado por Rhizoctonia binucleada de 
orquídeas (teleomorfo Ceratobasidium). El cual posiblemente fue resistencia 
sistémica inducida, sugerido en este estudio, por los resultados similares a los 
obtenidos con aislamientos de Rhizoctonia binucleada (BNR). 
Enfatizar en evaluaciones de patogenicidad con aislamientos de Rhizoctonia 
binucleada de orquídeas (teleomorfo Ceratobasidium), utilizando diferentes 
hospederos de interés agrícola y reconocer su potencial biocontrolador sobre 
hongos patógenos del suelo de importancia económica. 
Investigar en condiciones de campo el comportamiento de aislamientos de 
Rhizoctonia binucleada de orquídeas (teleomorfo Ceratobasidium), no solo en 
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arroz sino en hospederos utilizados para rotación de este cultivo (soya, frijol, maíz, 
hortalizas, entre otros) y así poderlos incorporar en sistemas de producción 
agrícola para el manejo integrado de patógenos del suelo, haciendo énfasis en R. 
solani.  
Generar productos formulados con Rhizoctonia binucleada de orquídeas 
(teleomorfo Ceratobasidium) y evaluar métodos de incorporación al suelo, para el 
manejo en campo de patógenos del suelo como R. solani.  
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ANEXOS 
Anexo A. Análisis de varianza (ANOVA) para porcentaje de incidencia de la 
enfermedad causada por el género-forma Rhizoctonia en hojas cosechadas de 
arroz in vitro. Variable dependiente: Porcentaje de Incidencia Transformado (PIT) 
(P≤0.05).  
 
Fuentes          Suma de     Cuadrado 
de variación            GL         cuadrados          medio          Valor F       Pr > F 
Modelo                   15         553.542636       36.902842              4.11        <.0001 
Error                       144     1293.421463              8.982093   
Total corregido       159     1846.964099 
 
R-Cuadrado       Coeficiente 
                  de Variación       Raíz CME         Media de PIT  
0.299704         100.9564           2.997014         2.968623 
 
Fuente de variación        GL     Tipo I SC          Cuadrado medio        Valor F    Pr > F 
Aislamiento                     15     553.542636        36.902842                  4.11        < .0001 
 
Fuente de variación         GL     Tipo III SC      Cuadrado medio        Valor F    Pr > F 
Aislamiento                     15      553.542636      36.902842                4.11       < .0001 
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Anexo B. Análisis de varianza (ANOVA) para porcentaje de severidad de la 
enfermedad causada por el género-forma Rhizoctonia sobre plantas vivas de arroz 
en invernadero. 
Fuente de variación GL 
Cuadrado 
medio 
F 
calculado 
F 
tabulado 
Valor de P 
*Aislamiento 11 328.4 387.0 1.91 0.7x 10 -100 
*Dosis 2 3.5 4.1 3.07 0.018 
Suelo 1 0.6 0.7 3.92 0.404 
Bloque 2 1.4 1.6 3.07 0.205 
Suelo x Dosis 2 2.5 2.9 3.07 0.058 
*Suelo x Aislamiento 11 1.7 2.0 1.91 0.032 
*Dosis x Aislamiento 22 2.7 3.2 1.64 1.5 x 10 -5 
*Suelo x Dosis x 
Aislamiento 
22 1.9 2.3 1.64 0.001 
Bloque x Tratamiento 1 142 0.8    
* indica que existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos. 
 1 para el análisis estadístico el error de muestreo fue reemplazado por la 
interacción Bloque x Tratamiento. 
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Anexo C. Efecto patogénico del género-forma Rhizoctonia en hojas cosechadas in 
vitro y plantas vivas de arroz en invernadero con valores transformados y sin 
transformar. 
 Porcentaje de Incidencia 
por Aislamiento 
1.3
 
 Porcentaje de Severidad por 
Aislamiento 
2.3
 
Tratamientos Datos sin 
transformar 
Datos 
transformados 
Tratamientos Datos sin 
transformar 
Datos 
transformados 
R. solani 85 a 8.8 a R. solani 34.5 a 5.6 a 
Q2M19 35 b 4.2 b Q1.1M14 1.4 b 1.0 b 
Q1M16 1.1 27.5 b 4.0 b Q2.2M14 0.7 bc 1.0 bc 
JTO160 25 bc 3.8 bc Q1M15 0.5 bcd 1.0 bcd 
Q3M17 1.2 25.2 bc 3.6 bc Q1M16 1.1 0.5 cde 0.9 cde 
BS69 20 bc 3.3 bc Q2M19 0.5 cde 0.9 cde 
Q2.2M14 20 bc 3.2 bc Q3M17 1.2 0.4 cde 0.9 cde 
PB01 17.5 bc 3.1 bc Q1M16 1.2 0.3 de 0.9 de 
Q1M19 17.5 bc 2.8 bc Q1M13 0.3 de 0.9 de 
Q1M16 1.2 12.5 bc 2.6 bc Q1M19 0.3 de 0.9 de 
Q1M15 12.5 bc 2.1 bc Medio S.A
+
 0.2 e 0.8 e 
Q1M13 7.5 bc 1.8 bc C. Absoluto 0.2 e 0.8 e 
Q1.1M14 10.0 bc 1.6 bc    
RS1AP 2.5 bc 1.2 bc    
Medio PDA 0 c 0.7 c    
C. Absoluto 0 c 0.7 c    
 
1 Los porcentajes de incidencia de la enfermedad corresponden a la media del 
promedio de 40 observaciones/tratamiento. 
 2 Los porcentajes de severidad de la enfermedad corresponden a la media del 
promedio de 180 observaciones/tratamiento; 3 los valores seguidos de la misma 
letra en la columna no son significativamente diferentes (P≤0.05) según la prueba 
de Duncan.  
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Anexo D. Efecto de dosis de nitrógeno en la patogenicidad del género-forma 
Rhizoctonia sobre plantas vivas de arroz en invernadero combinando tratamientos 
con valores transformados y sin transformar. 
Dosis de nitrógeno % de Severidad de la 
enfermedad 1, 2 
Datos sin transformar  
% de Severidad de la 
enfermedad 1, 2 
Datos transformados 
 
250 kg N /ha 
 
3.8 a 
 
1.4 a 
150 kg N /ha 3.3 b 1.3 b 
  0 kg N /ha 2.9 b 1.2 b 
 
1 Los porcentajes de severidad de la enfermedad corresponden a la media de 
los promedios combinando tratamientos. 
 
2 
Los valores seguidos de la misma letra en la columna no son 
significativamente diferentes (P≤0.05) según la prueba de Duncan.  
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Anexo E. Análisis de varianza (ANOVA) del efecto biocontrolador de RBO sobre 
R. solani en plantas de arroz en invernadero.  
Fuente de variación GL Cuadrado 
medio 
F calculado F 
tabulado 
Valor de P 
 
*Aislamiento 
 
11 
 
146.9 
 
62.5 
 
1.91 
 
8 x 10 -49 
*Dosis de N 2 58.1 24.7 3.07 6.2 x 10 -10 
*Suelo 1 11.0 4.7 3.92 0.032 
*Bloque 2 14.8 6.3 3.07 0.002 
*Suelo x Dosis 2 26.4 11.2 3.07 3 x 10 -5 
*Suelo x Aislamiento 11 4.7 1.9 1.91 0.032 
Dosis x Aislamiento 22 3.3 1.4 1.64 0.124 
Suelo x Dosis x 
Aislamiento 
22 2.4 1.0 1.64 0.468 
Bloque x Tratamiento 1 142 2.3    
* indica que existe diferencia significativa. 
 1 Para el análisis estadístico el error de muestreo fue reemplazado por la 
interacción Bloque x Tratamiento. 
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Anexo F. Efecto biocontrolador de RBO sobre R. solani en plantas de arroz en 
invernadero en cada tratamiento. 
  
Porcentaje de severidad de la 
enfermedad por tratamiento 2 
 
Tratamientos1 
 
Datos sin 
transformar 3 
 
Datos 
transformados 3 
R. s 16.5 a 3.9 a 
Q1M5 + R. s 10.6 b 3.1 b 
Q1.1M14 + R. s 9.3 c 2.9 c 
Q3M17 1.2 + R. s 8.8 c 2.8 c 
Q2M19 + R. s 8.3 cd 2.8 cd 
Q1M13 + R. s 8.3 cd 2.8 cd 
Q1M16 1.2 + R. s 8.0 cd 2.7 cd 
Q1M16 1.1 + R. s 7.8 cd 2.7 cd 
Q1M19 + R. s 7.2 d 2.6 d 
Q2.2 M14 + R. s 5.4 e 2.1 e 
Médio S.A+ 0.6 f 0.9 f 
Control Absoluto 0.0 f 0.7 f 
 
1 R. solani (R.s) inoculado sólo y en combinación con RBO para evaluar el 
biocontrol 
 2 Los porcentajes de severidad de la enfermedad corresponden a la media del 
promedio de 180 observaciones/tratamiento; 3 los valores seguidos de la misma 
letra en la columna no son significativamente diferentes (P≤0.05) según la prueba 
de Duncan.  
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Anexo G. Efecto de la dosis de nitrógeno en el biocontrol de RBO sobre R. solani 
en plantas vivas de arroz en invernadero combinando tratamientos. 
 
 
1Los porcentajes de severidad de la enfermedad corresponden a la media de los 
promedios al combinar tratamientos. 
2 Los valores seguidos de la misma letra en la columna no son significativamente 
diferentes (P≤0.05) según la prueba de Duncan. 
 
Anexo H. Efecto del suelo en el biocontrol de RBO sobre R. solani en plantas 
vivas de arroz en invernadero combinando los tratamientos. 
 
Suelo 
% de severidad de la 
enfermedad 
Datos sin transformar 1,2 
% de severidad de la 
enfermedad 
Datos transformados 1,2 
 
 
Pasteurizado 
 
7.8 a 
 
2.8 a 
Natural 7.4 b 2.4 b 
1Los porcentajes de severidad de la enfermedad corresponden a la media de los 
promedios al combinar tratamientos. 
 2 Los valores seguidos de la misma letra en la columna no son significativamente 
diferentes (P≤0.05) según la prueba de Duncan.  
Dosis de nitrógeno % de severidad de 
la enfermedad 
Datos  
sin transformar 1,2 
% de severidad 
de la enfermedad 
Datos 
transformados 1,2 
 
250 Kg N /ha 9.3 a 2.8 a 
150 Kg N /ha 7.4 b 2.5 b 
0 Kg N /ha 6.0 c 2.2 c 
